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Resumen 
 
Antecedentes: La estenosis aórtica es actualmente la valvulopatía más 
frecuente en los países desarrollados, y es probable su incidencia continúe 
aumentando, debido al mayor envejecimiento de la población . Se trata de un proceso 
activo, que se caracteriza por una calcificación distrófica de las cúspides valvulares, y 
un estrechamiento del orificio valvular aórtico. En la calcificación participan un gran 
número de mecanismos patogénicos complejos, no del todo conocidos. 
Objetivos: Establecer la posible implicación de las nanopartículas en la 
etiopatogenia de la estenosis aórtica degenerativa a partir de las válvulas obtenidas 
por cirugía; investigar el posible origen biológico de las mismas mediante el análisis 
del perfil metabólico de los medios de cultivo y la búsqueda de material genético; e 
identificar predictores clínicos del crecimiento de las nanopartículas.  
Material y método: Se realizó un estudio casos-controles, para lo cual se 
incluyeron un total de 115 pacientes intervenidos quirúrgicamente en el Hospital 
Clínico Universitario de Valladolid, entre enero de 2004 y febrero 2007. A los 
pacientes incluidos estaba indicada la sustitución de la válvula aórtica enferma por 
una prótesis, o estaba indicado la realización de un trasplante cardiaco. 
Resultados: Los 115 pacientes se dividieron en 4 grupos de estudio, según la 
patología de base: grupo 1, estenosis aórtica severa aislada (n=60); grupo 2, doble 
lesión aórtica, con estenosis severa (n=34); grupo 3, insuficiencia aortica severa 
aislada (n=13); y grupo 4, trasplante cardiaco (n=8). La edad media en el grupo 
global fue de 70 años. Se trataba en su mayoría de pacientes varones (65%). El 
antecedente personal más frecuente fue la hipertensión arterial (57%), seguido de la 
dislipemia (42%), de diabetes mellitus (24%), mientras que los pacientes con 
antecedentes de tabaquismo actual o en el pasado constituían solamente un 10%. En 
relación con el tratamiento médico, destacó el empleo de diuréticos (43%), estatinas 
(37%), y antiagregantes (35%). El cultivo fue positivo en 29 pacientes (48%) del 
grupo de la estenosis aórtica grave pura; en 23 pacientes (68%) del grupo de 
pacientes con doble lesión aórtica; en 4 pacientes (31%) del grupo de pacientes con 
insuficiencia aórtica grave pura; y en 0 pacientes (0%) del grupo de trasplante 
cardíaco. Al observar los cultivos positivos mediante microscopía electrónica nos 
encontramos con unas partículas pleomórficas, donde pudimos identificar la cápsula 
granulosa, y que el calcio y el fósforo eran sus principales componentes. Al comparar 
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los diferentes grupos entre sí observamos que había diferencias en relación con la 
edad de los pacientes (p<0.001), el sexo masculino (p=0.016), el antecedente de 
tabaquismo (p<0.001) y el antecedente de revascularización coronaria (p=0.012). El 
crecimiento de las nanopartículas en las válvulas aórticas también había diferencias 
entre los distintos grupos, con una mayor frecuencia de cultivos positivos en los 
grupos de estenosis aórtica (grupos 1 y 2) respecto a los grupos sin estenosis (grupos 
2 y 3) (p=0.003). El único predictor  de crecimiento de nanopartículas en la estenosis 
aórtica fue el sexo masculino (RR 2,65, IC 95%: 1.134-6.183; p=0.02). 
Para intentar determinar qué variables se asociaron con la estenosis aórtica 
dividimos el total de la muestra en dos grupos: pacientes con estenosis aórtica en el 
(grupo 1 y 2); y grupo control ( grupo 3 y 4). En el análisis univariado encontramos 
que los pacientes con estenosis aórtica eran mayores (71±7.5 vs 61±11; p=0.001), 
hubo menor proporción de hombres (59% vs 95%; p=0.001), eran menos fumadores 
(3% vs 38%; p<0.001), eran tratados con menor frecuencia con IECAs (17% vs 43%; 
0.021), y diuréticos (38% vs 62%; p=0.048), hubo un mayor crecimiento de 
nanopartículas en los cultivos de las válvulas aórticas de los pacientes con estenosis 
aórtica, respecto a los cultivos de las válvulas del grupo sin valvulopatía aórtica 
degenerativa (55% vs 19%; p=0.002). En el análisis multivariado permanecieron en 
el modelo final la presencia de cultivo aórtico positivo (RR 3,94, IC 95%: 1.17-13.26; 
p=0.027), edad >65 años (RR 3,42, IC 95%: 1.14-10.22; p=0.028), y la ausencia de 
tratamiento con IECAs (RR 0,24, IC 95%: 0.08-0.76; p=0.015). 
Para investigar el posible origen biológico de las nanopartículas se seleccionaron 
de forma aleatoria 6 pacientes de la muestra total con válvulas con crecimiento 
positivo. Se analizaron los perfiles metabólicos de 1H-RM de los medios de cultivo de 
las nanopartículas, y no se apreció diferencia alguna de las muestras. También se 
evaluaron los medios de cultivo mediante la determinación de la presencia de gen 
bacteriano 16sRNA, sin encontrarse  diferencias con el control negativo. 
Conclusión: Se ha demostrado la presencia de las nanopartículas calcificantes 
en las válvulas calcificadas de los pacientes con valvulopatía aórtica degenerativa, y 
su relación con la etiopatogenia de la estenosis aórtica. Las nanopartículas 
calcificantes no han presentado actividad metabólica, ni se ha demostrado la 
presencia de ácidos nucleicos; por tanto, no deben ser consideradas organismos 
vivos.  
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Glosario de términos 
 
ACE Enzima convertidora de angiotensina 
ACP Análisis de componentes principales 
ADN Ácido desoxirribonucleico 
ARN Ácido ribonucleico 
rARN Ácido ribonucleico ribosomal 
AINE Antiinflamatorio no esteroideo 
ARA II Antagonista del receptor de angiotensina-II 
AT Angiotensina 
ASTRONOMER The aortic stenosis progression observation: meassuring 
effects of rosuvastatin trial 
BMP Proteínas formadoras de hueso 
BNP Péptido Cerebral Natriurético 
Bsml/b Alelo específico b del receptor de la vitamina D 
CAD11 Gen codificador de la proteína cadherina 11 
CEACAM Molécula de adhesión celular relacionada con el antígeno 
carcinoembrionario 
CNP Nanopartículas calcificantes 
DMEM Medio mínimo esencal de Eagle modificado por Dulbeco 
D2O Óxido de deuterio 
EDTA Sal ácida etilenediaminotetraacético disódica 
ET Endotelina 
FEVI Fracción de eyección de ventrículo izquierdo 
FKL Factor de Krüppel-like 
HCl Ácido clorhídrico 
HDL Lipoproteína de alta densidad 
IC Intervalo de confianza 
ICAM Moléculas de adhesión intercelulares 
ICP Intervención coronaria percutánea 
IECA Inhibidor del enzima convertidor de angiotensina 
Glosario 
 
 2
IL Interleucina 
LDL Lipoproteína de baja densidad 
Lrp5 Proteína receptora de la lipoproteína 5 
MHz Megahercio 
MMPs Metaloproteinasas 
MPG Proteína ácido γ-carboxiglutámico de la matriz extracular 
NaOH Hidróxido sódico 
NO Óxido nítrico 
NOTCH1 Gen codificador de la proteína receptor NOTCH 
NT-proBNP Fragmento terminal de la molécula pro-BNP 
OR Razón de probabilidades 
PARTNER The placement of aortic transcatheter valve trial 
PCR Proteína C reactiva  
POSTN Gen codificador de la periostina 
Pvull Receptor específico de estrógeno alpha 
RAAVE Rosuvastatin Affecting Aortic Valve Endothelium trial  
RANKL Ligando activador del receptor nuclear NF-κB 
RM Resonancia magnética 
RT-PCR Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real 
RR Riesgo relativo 
SALTIRE The Scottish aortic stenosis and lipid lowering trial, impact on 
regression. 
SEAS Intensive lipid lowering with simvastatin and ezetimibe in 
aortic stenosis 
TAVI Implante de prótesis aórtica percutánea 
TGF Factor transformador del crecimiento 
TC Tomografía computerizada 
TLR Receptor Toll-like 
TNF Tumoral Necrosis Factor- (Factor de Necrosis tumoral ) 
ZEST Randomized trial of the aldosterone-receptor antagonist 
eplerone in asymptomatic moderate-severe aortic stenosis 
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Capítulo 1 
 
Introducción 
 
1. La valvulopatía aórtica degenerativa 
 
La valvulopatía aórtica degenerativa es una enfermedad de carácter 
progresivo, que se caracteriza por un continuo engrosamiento y calcificación de los 
velos de la válvula aórtica y, finalmente, por una obstrucción en la apertura de la 
válvula. Esta entidad presenta en la actualidad una elevada incidencia y prevalencia, 
y es probable que en un futuro próximo continúe aumentando, debido al mayor 
envejecimiento de la población. Además, esta patología se asocia con una elevada 
morbilidad y mortalidad. A pesar de tener tan graves consecuencias, actualmente no 
existe un tratamiento eficaz para la enfermedad, salvo la cirugía cardiaca. De hecho, 
la intervención quirúrgica sobre la válvula aórtica es la segunda causa principal de 
indicación de cirugía cardiovascular, detrás de la cirugía de revascularización 
coronaria 1. 
Durante varias décadas se creía que la estenosis aórtica se trataba de un 
proceso pasivo, secundario al envejecimiento. Hoy en día, la teoría más aceptada es 
que la patogenia de la valvulopatía aórtica degenerativa es similar a la de la 
aterosclerosis. No obstante, hay discrepancias en la prevalencia entre la cardiopatía 
isquémica y la estenosis aórtica, así como de las características de la lesión 
aterosclerótica y la lesión de la valvulopatía aórtica. Estas discrepancias ponen de 
manifiesto que, a pesar de compartir muchos mecanismos patogénicos, existen 
factores adicionales que contribuyen al desarrollo de la valvulopatía aórtica 
degenerativa 2. 
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1.1 Entidades 
 
La valvulopatía aórtica degenerativa se divide desde un punto de vista funcional 
en dos entidades: la esclerosis aórtica y la estenosis aórtica. 
La esclerosis aórtica se puede considerar la fase inicial de la valvulopatía aórtica 
degenerativa. La característica fundamental de esta entidad es el engrosamiento 
patente de la válvula, que se puede visualizar de forma directa mediante métodos 
ecocardiográficos. Este engrosamiento valvular produce un flujo turbulento a nivel de 
la salida del ventrículo izquierdo, que se puede percibir en la exploración física con la 
auscultación cardiaca, pero no produce ninguna obstrucción en el flujo de salida del 
ventrículo izquierdo.  
En este momento de la evolución no se ha desarrollado ningún tipo de 
complicación a nivel ventricular, ni el paciente ha presentado ningún síntoma desde 
el punto de vista clínico 3. 
La estenosis aórtica se trata de una fase más avanzada de la valvulopatía aórtica 
degenerativa. En esta fase se produce una gran desestructuración de la válvula, que 
se acompaña normalmente con una gran cantidad de calcio en los velos, y, como 
resultado final, se produce una disminución del orifico de apertura de la válvula 
aórtica. Por lo tanto, en esta fase, sí que se produce una obstrucción a la salida de 
flujo sanguíneo del ventrículo izquierdo (Tabla 1).  
Como resultado de dicha obstrucción, el paciente puede desarrollar mecanismos 
de compensación ventricular para evitar la aparición de síntomas, y una vez que 
dichos mecanismos no son suficientes, podría presentar los síntomas clínicos clásicos 
de esta fase de la enfermedad: angina de esfuerzo, síncope de esfuerzo, y clínica de 
insuficiencia cardiaca 4. El principal mecanismo de adaptación del ventrículo es una 
hipertrofia concéntrica marcada, que se puede visualizar en el electrocardiograma, 
así como en las pruebas de ecocardiografía convencional 3. 
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Tabla 1.- Datos ecocardiográficos de la esclerosis aórtica y la estenosis aórtica 
 
Velocidad aórtica max. 
m/s 
Área valvular aórtica, 
cm2 
Esclerosis aórtica ≤2.5 Normal 
Estenosis aórtica ligera 2.5-3.0 >1.5 
Estenosis aórtica moderada 3.0-4.0 1.0-1.5 
Estenosis aórtica grave >0.4 <1.0 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Capitulo 1. Introducción 
 
 6
1.2 Epidemiología 
 
En las últimas décadas hemos observado un importante cambio en la 
etiopatogenia de las valvulopatías en los países desarrollados. Durante muchos años 
la principal causa de las valvulopatías era secundaria a los cambios postinflamatorios 
producidos por la fiebre reumática. En cambio, en la actualidad, la etiología más 
frecuente en el mundo occidental es la degenerativa. En el registro europeo, “The 
Euro Heart Survey on Valvular Disease”, la prevalencia de la etiología degenerativa 
de la estenosis aórtica fue del 82% 5.  
Este cambio en la etiología se ha producido como consecuencia del empleo de 
los antibióticos en las décadas anteriores, así como a una mejora en los sistemas de 
salud, que ha provocado un importante descenso en la etiología valvular reumática. 
Además, se ha producido un notable aumento en la esperanza de vida en la sociedad, 
y son numerosos los trabajos que asocian un mayor envejecimiento con una mayor 
prevalencia de la valvulopatía aórtica degenerativa 6,7. 
Se estima que en Estados Unidos en el año 2000 podría haber entre 4.2 y 5.6 
millones de personas con valvulopatía aórtica. Además, estas cifras podrían ser 
superiores, porque la valvulopatía aórtica podrían estar infradiagnosticada. El trabajo 
de Nkomo VT et al 8, en el que se incluyeron 28000 pacientes, demostró que la 
valvulopatía infradiagnosticada podría ser aproximadamente de un 0.7% de la 
población general. Un trabajo de Eveborn GW et al 7 realizado en Europa, que se basa 
en una muestra poblacional, con una edad media del grupo inicial de 60 años, y un 
amplio seguimiento a lo largo del tiempo (14 años), mostró una tasa de incidencia 
anual  del 4,9 0/00/año (IC 95% CI±0,81 0/00). 
Por lo anteriormente expuesto la valvulopatía aórtica constituye un 
importante problema de salud para la sociedad, y sobre todo para el grupo de 
personas mayores de 65 años.  
 
1.2.1 Prevalencia 
 
La estenosis aórtica es en la actualidad la valvulopatía más frecuente, y una de 
las principales enfermedades cardiovasculares en los países desarrollados 9. 
  Capitulo 1. Introducción 
 
 7
Hasta hace relativamente poco, la epidemiología de la estenosis aórtica 
degenerativa estaba condicionada por el hecho de que eran escasos los datos acerca 
de su prevalencia real en nuestro medio. Los números que manejábamos provenían 
de registros quirúrgicos o de fuentes más globales, como registros Europeos, que 
podrían no ser representativos de un ámbito geográfico y social más cercano. Sin 
embargo, un trabajo reciente de Ferreira-González et al 10 ha demostrado que la 
prevalencia de la estenosis aórtica en España es similar a trabajos previos. 
La esclerosis aórtica es un hallazgo frecuente en la ecocardiografía actual. La 
prevalencia de la esclerosis aórtica oscila entre un 26% y un 54% de población con 
edades superiores a los 65 años 3,11,12,13,14,15, y su prevalencia aumenta con la edad 10,16 
(Tabla 2).  
 
Tabla 2.- Prevalencia de la esclerosis aórtica en trabajos de distintos grupos. 
Autor n Edad media Prevalencia esclerosis aórtica 
Stewart BF et al 16 5201 No disponible En el grupo global 26%; 
(>65 años: 20%; 65-75: 35%; >75: 48%) 
Nightingale et al 3 425 68 50% 
Otto CM et al 11 5621 No disponible 29%: 
Aronow et al 12 1980 81 42% 
Lindroos M et al 13 501 No disponible 40% 
Barasch E et al 14 5888 76 54% 
Agmon Y et al 15 381 67 37% 
Ferreira-González I et al 10 1068 No disponible  En el grupo global 45,4%;  
(>85 años: 73,5%) 
 
La prevalencia de la estenosis aórtica es inferior en comparación con la de la 
esclerosis. Oscila entre un 2 y 16% de adultos con edades superiores a los 65 años 
11,12,13. Al igual que la esclerosis la prevalencia aumenta con la edad 7,8,10 (Tabla 3). 
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Tabla 3.- Prevalencia de la estenosis aórtica en diferentes grupos. 
Autor n Prevalencia estenosis aórtica 
Stewart BF et al 16 5201 En el grupo global 2%; 
(>65 años: 1.3%; 65-75: 2.4%; >75: 4%)  
Otto CM et al 11 5621 2% 
Aronow WS et al 12 2358 16% 
Lindroos M et al 13 501 2-3% 
Ferreira-González I et al 10 1068 En el grupo global 3%; 
(>85 años: 7.4%) 
Eveborn GW et al 7 3273 (50-59 años: 0,2%; 60-69 años: 1,3%; 70-79 
años: 3,9%; 80-89 años: 9,8%) 
 
Como consecuencia de un mayor envejecimiento de la población, es fácil suponer 
que su incidencia continúe aumentando en un futuro próximo, de manera que se 
convertirá en uno de los principales problemas sanitarios, sobre todo en el grupo de 
pacientes más mayores.  
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1.3 Progresión  
 
Existen muy pocos datos en la literatura sobre la progresión de la válvula 
aórtica normal a valvulopatía degenerativa. A continuación realizaremos un análisis 
de la progresión de la valvulopatía aórtica degenerativa. 
 
1.3.1 Progresión de válvula normal a esclerosis aórtica 
 
Dos trabajos prospectivos han examinado la progresión de una válvula aórtica 
normal hacía la valvulopatía. Sverdlov AL et al 17 examinaron los datos de 203 
pacientes estudio observacional, basado en población general, y que tenían 4 años de 
seguimiento ecocardiográfico. De todos ellos, el 24% de los pacientes incluidos 
desarrollaron esclerosis aórtica. Novaro GM et al 18 analizaron 5621 participantes en 
estudio observacional multicéntrico, basado en población general, y con edades 
superiores a los 65 años. De todos los participantes con válvula aórtica sana 
(n=3917), el 44% desarrollaron esclerosis aórtica en un seguimiento medio de 5 años.  
 
1.3.2 Progresión de esclerosis a estenosis aórtica 
 
Un trabajo prospectivo y dos trabajos retrospectivo han analizado la 
progresión de la patología aórtica. Novaro GM et al 18 en el estudio observacional 
multicéntrico, basado en población general, y con edades superiores a los 65 años, 
analizaron 1610 pacientes con esclerosis aórtica. De todos los pacientes analizados, el 
9% desarrollaron estenosis aórtica en un seguimiento medio de 5 años. Hubo 1% de 
pacientes que desarrollaron estenosis aórtica, y no presentaban antecedentes de 
esclerosis aórtica en el momento inicial del estudio. Faggiano et al 19 analizaron 400 
pacientes con esclerosis aórtica en el estudio basal de forma retrospectiva. El 33% de 
los pacientes desarrollaron estenosis aórtica en un seguimiento medio de 4 años: el 
25% estenosis leve, el 5% estenosis moderada y el 3% estenosis grave. Cosmi et al 17 
examinaron los datos de 2131 pacientes con esclerosis aórtica que tenían por lo 
menos un año de seguimiento ecocardiográfico también de forma retrospectiva. De 
todos ellos, el 16% de los pacientes incluidos desarrollaron algún tipo de estenosis 
aórtica: el 10.5% de los pacientes desarrollaron estenosis aórtica leve, el 2.9% 
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estenosis moderada, y el 2.5% estenosis grave, durante una media de seguimiento de 
7.4 años. Cabe destacar que, todos los pacientes con estenosis aórtica excepto uno, 
presentaron como antecedente esclerosis aórtica.  
Aunque estos hallazgos han establecido que la esclerosis aórtica puede 
progresar a estenosis aórtica, no establecen la tasa de progresión de la esclerosis. 
 
1.3.3 Progresión de la estenosis aórtica 
 
En la Tabla 4 se expone un resumen de los resultados de artículos que han 
examinado la progresión de la estenosis aórtica. En los trabajos más antiguos, las 
observaciones se basaban en datos hemodinámicos procedentes de estudios 
realizados durante un cateterismo 20,21,22,23. Mientras que en estudios más recientes 
estos parámetros se realizaron mediante ecocardiografía 24,25, 26,27,28,29. Únicamente 
cuatro de estos trabajos se realizaron de forma prospectiva 7,25,26,27.  
 
Tabla 4.- Resumen trabajos sobre la progresión  de la estenosis aórtica. 
Autor 
Método 
diagnóstico 
n Edad 
media 
Aumento del 
gradiente medio 
(mmHg/año) 
Descenso área 
aórtica 
(cm2/año) 
Davies SW et al 21 Cateterismo 65 54 6.5 ND 
Cheitlin et al 22 Cateterismo 29 45 7.6 ND 
Nitta et al 23 Cateterismo 11 ND 7.7 ND 
Wagner S et al 20 Cateterismo 50 54 5.4 ND 
Otto CM et al 25  Ecocardiografía 123 63 7.0 0.12 
Iivanainen AM et al 26 Ecocardiografía 333 81 ND 0.06 
Otto CM et al 28 Ecocardiografía 42 66 8.0 0.10 
Bahler et al 29 Ecocardiografía 91 68 4.9 0.08 
Eveborn GW 7 Ecocardiografía 118 ND 3.2 ND 
Palta S et al 24 Ecocardiografía 170 71 7.0 0.10 
Bellamy MF et al 27 Ecocardiografía 156 77 5.3 0.09 
Rossebø AB et al 30 Ecocardiografía 1873 67 2.8 0.03 
Cowell SJ et al 31 Ecocardiografía 155 68 6,6 0.08 
Chan KL et al 32 Ecocardiografía 269 58 3.9 0.08 
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La disminución del área valvular aórtico y el aumento del gradiente aórtico 
fue bastante similar en los diferentes estudios. La media de progresión fue de 0.1 cm2 
al año y 6 mmHg al año, respectivamente, a pesar de las diferencias en el diseño de 
los trabajos, los gradientes aórticos basales, y la duración del seguimiento. Cabe 
destacar el trabajo de Rossebø et al 30 por la baja progresión de la valvulopatía. No 
obstante se trata de un ensayo aleatorizado que no representa a todos los pacientes 
con estenosis aórtica, ya que pacientes de alto riesgo fueron excluidos a participar 
(Pacientes con dislipemia que requieran tratamiento farmacológico; pacientes con 
antecedentes de cardiopatía isquémica, enfermedad arterial periférica, o ictus 
isquémico; pacientes con diabetes mellitus). Este factor podría explicar la baja tasa 
de progresión de la estenosis aórtica. 
Hay una gran variabilidad en la literatura sobre los marcadores de progresión 
de la valvulopatía degenerativa. Los marcadores que han sido citados con más 
frecuencia fueron la edad, el sexo masculino, tabaquismo, hipertensión, diabetes 
mellitus, hipercolesterolemia, el índice de masa corporal, valvulopatía aórtica más 
avanzada, y la presencia de calcio en la válvula en el estudio basal 7,16,18, 20,21,26,27,33,34,35. 
También existe una gran variabilidad en la tasa de progresión de la estenosis 
aórtica entre los pacientes 16. A raíz de estos resultados, se consideran progresores 
lentos de estenosis aórtica aquellos pacientes con disminución del área valvular < 
0.05 cm2 y/o incremento en la velocidad máxima aórtica <0.15 m/s, y progresores 
rápidos aquellos pacientes que presentaban una disminución en el área valvular 
aórtico >0.05 cm2 y/o incremento en la velocidad máxima aórtica >0.15 m/s, en un 
período medio de 6 meses 36, 37.  
En los últimos años varios los trabajos han intentado identificar los 
marcadores de progresión rápida de la estenosis aórtica, pero existe gran 
discrepancia entre los diferentes trabajos. Palta et al 24 encontraron que el área 
aórtica inicial, el tabaquismo, y los niveles séricos de calcio se relacionaban con una 
progresión más rápida en 170 pacientes a los que se había realizado un seguimiento 
ecocardiográfico. En el trabajo de Novaro et al 38, los predictores de una mayor 
progresión fueron la edad, y no encontrarse en tratamiento con estatinas. Bellamy et 
al 27 también demostraron que una asociación entre el empleo de las estatinas y una 
disminución en la progresión de la estenosis aórtica, pero no encontró ninguna 
correlación entre la progresión de la estenosis aórtica y los niveles de colesterol. En el 
trabajo de Sánchez et al 36, realizado de forma prospectiva en 43 pacientes, 
únicamente se observó una mayor concentración de proteína C reactiva (PCR) en los 
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progresores rápidos, pero no hubo ninguna asociación con factores de riesgo clásicos, 
perfil lipídico, y concentración de calcio. En cambio, en el trabajo de Gómez M et al 
37, con 174 pacientes y también realizado de forma prospectiva, sólo encontró una 
asociación con una progresión más rápida con los niveles séricos de LDL oxidado, y 
no con los niveles de PCR, de calcitonina, de hormona paratiroidea, de calcio, de 
fósforo, y la función renal. 
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1.4 Pronóstico 
 
1.4.1 Morbilidad 
 
Los pacientes con alteraciones en la válvula aórtica presentan un mayor riesgo 
de eventos cardiovasculares y/o muerte de origen cardiovascular, en comparación 
con personas con válvulas aórticas normales. Esta peor evolución era bien conocida 
desde hace décadas en el caso de la los pacientes con obstrucción en el tracto de 
salida (estenosis aórtica) 39. En cambio, la esclerosis aórtica era considerada un 
proceso benigno. Sin embargo, en los últimos años se ha demostrado que las 
personas con grados leves de engrosamiento valvular y calcificación (esclerosis 
aórtica) también presentan una peor evolución. 
En el Estudio de la Salud Cardiovascular 11, un importante trabajo que realizó 
un seguimiento medio de 5 años a 5621 pacientes, demostró que la presencia de 
esclerosis aórtica se asoció de forma independiente con un aumento del riesgo de 
padecer un infarto de miocardio (RR1.40 (1.07-1.83)), y también un aumento 
aproximado del 50% de desarrollar insuficiencia cardiaca (RR 1.28 (1.01-1.63)). Los 
pacientes con estenosis aórtica, independiente del grado de severidad, presentaron 
con mayor frecuencia infarto de miocardio (11% vs 16), angina de pecho (24% vs 
11%), insuficiencia cardiaca (25% vs 9%), y accidentes cerebrovasculares (12% vs 6%) 
que los paciente con válvulas normales.  
 
1.4.2 Mortalidad 
 
Los pacientes con esclerosis aórtica también presentan un peor pronóstico en 
comparación con las personas con válvulas aórticas sanas. En el Estudio de la Salud 
Cardiovascular 11, la tasa de muerte por cada 1000 personas/año, tanto producida por 
cualquier causa (37 vs 19), como la de origen cardiovascular resultó dos veces mayor 
en los pacientes con esclerosis aórtica (14 vs 6). En el análisis de supervivencia de 
Cox, una vez ajustado con la edad, el sexo y los factores de riesgo cardiovascular, el 
riesgo relativo de muerte de cualquier causa en pacientes con esclerosis aórtica fue de 
1.35 (Intervalo de confianza (IC) del 95%: 1.12-1.61), mientras que el riesgo relativo 
de muerte de origen cardiovascular fue de 1.52 (IC del 95%: 1.12-2.05). 
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Otro trabajo importante fue el realizado por Aronow et al 12, en el que analizó de 
forma retrospectiva a 2358 pacientes, y comparó el pronóstico de los pacientes con 
esclerosis aórtica con los pacientes con válvulas aórticas sanas. Los pacientes con 
esclerosis tenían cerca del doble de riesgo de tener a lo largo del seguimiento un 
infarto agudo de miocardio, o una muerte súbita (RR 1.8 (1.5-2.031)). Este hallazgo 
se confirmó en otro trabajo más reciente, y en el que, además, se comprobó que este 
riesgo superior fue independiente de la presencia de factores de riesgo cardiovascular 
o de cardiopatía isquémica. El riesgo resultaba todavía mayor en los pacientes con 
edades superiores a los 66 años 40. 
El paciente asintomático con estenosis aórtica grave tiene un excelente pronóstico 
a pesar de obstrucción grave del flujo ventricular izquierdo. Esta afirmación se basa 
en observaciones de las décadas de los 60, 70, y 80, por lo que estos pacientes 
podrían ser seguidos clínicamente, ya que su pronóstico sería similar al pronóstico de 
la población general 39. Sin embargo, la supervivencia de estos pacientes no es 
óptima, porque se ha descrito que existe un pequeño riesgo de muerte súbita 39,41,42. 
El concepto de benignidad de la estenosis aórtica grave asintomática ha sido refutado 
en los últimos años, básicamente apoyado en dos premisas:  
1. No siempre el paciente asintomático está realmente libre de síntomas. 
Muchas veces procuran limitar progresivamente sus actividades, enmascarando 
síntomas; son en la realidad “pseudo-asintomáticos”, y, de esta forma, tiene peor 
pronóstico. 
2. Los pacientes con estenosis aórtica grave asintomáticos no son 
idénticos. Existen otras variables que pueden aumentar o disminuir el riesgo de 
estos pacientes, de manera que, aunque parte de un mismo grupo, en realidad son 
un grupo heterogéneo de pacientes. 
Por lo que el manejo del paciente con estenosis aórtica grave asintomático ha sido 
en los últimos años, y es en la actualidad un importante tema de debate. La estrategia 
de operar anticipadamente a todos los pacientes con estenosis aórtica grave 
asintomáticos no es viable. Imaginando que la “cirugía anticipada” fuese la rutina, 
estaríamos exponiendo 100% de los pacientes con estenosis aórtica grave 
asintomáticos a un riesgo de 3% a 4% relacionado al procedimiento quirúrgico, 
sumado a un riesgo de 1% al año relacionado a la presencia de prótesis valvular. En 
comparación con el beneficio de prevenir aproximadamente el 1% de esta población 
que tendría el riesgo de muerte súbita por año 4,42. Por otro lado, mantener todos los 
pacientes de ese grupo en observación clínica puede no ser seguro 25,43. Lo que se ha 
  Capitulo 1. Introducción 
 
 15
buscado, por lo tanto, es la estratificación más refinada de ese grupo de pacientes, 
con el objetivo de identificar aquellos pacientes de mayor riesgo, que se beneficiarían 
de la cirugía. Con este propósito, y basado en directrices y estudios observacionales 
más recientes, los principales factores de riesgo serían 44: 
1. Prueba de esfuerzo positiva (con síntomas o hipotensión al esfuerzo). 
2. Área valvular aórtica menor o igual a 0,7 cm2 o área valvular indexada 
menor o igual a 0,4 cm2/m2. 
3. Velocidad de flujo transvalvular aórtico rápidamente progresiva, con tasa 
de aumento anual mayor que 0,30 m/s al año. 
4. Calcificación valvular aórtica moderada-intensa si se asocia a rápido 
aumento de la velocidad de flujo transvalvular aórtico. 
5. Hipertrofia ventricular excesiva, otro marcador de gravedad, 
especialmente si es sumada al área valvular reducida. 
Sin embargo, cuando los pacientes con estenosis aórtica grave comienzan a 
desarrollar síntomas, no hay dudas sobre la reducción en su  supervivencia. Ésta se 
encuentra perfectamente analizada según las manifestaciones que presente: de este 
modo, el 50% de los pacientes con estenosis aórtica grave que presente angina de 
pecho sobrevivirán a los cinco años; mientras que se reduce la supervivencia al 50% a 
los tres años de los que presenten síncope; y el 50% de supervivencia a los dos años 
de los que desarrollen insuficiencia cardiaca 39 (Figura 1). 
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Figura 1.-Supervivencia de pacientes con estenosis aórtica grave en función de los síntomas 76. 
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1.5 Lesión característica de la valvulopatía aórtica 
degenerativa 
 
1.5.1 Válvula aórtica normal 
 
La válvula aórtica es una válvula semilunar, con forma de nido de golondrina, 
y consta de tres velos, uno anterior y dos posteriores o coronarios.  
Cada velo se divide en tres capas: La capa ventricular se encuentra constituida 
principalmente por fibras de elastina, que están alineadas en dirección radial, de 
forma que se sitúan en sentido perpendicular al borde del velo. La capa fibrosa se 
encuentra en el lado aórtico del velo, está constituida fundamentalmente de 
fibroblastos y fibras de colágeno organizadas en sentido paralelo al borde del velo, 
esto es, en forma de circunferencias. La esponjosa es una capa de tejido conectivo 
laxo en la base del velo, separa la capa ventricular y la fibrosa, y está compuesta de 
fibroblastos, células mesenquimales, y una matriz extracelular rica en 
mucopolisacáridos. Las capas fibrosa y ventricular se encuentran recubiertas de una 
capa de células endoteliales. El conjunto de capas, tanto sus componentes como su 
distribución espacial, proporcionan a los velos de la válvula la resistencia y la 
flexibilidad necesaria para resistir décadas de movimiento repetitivo 45. 
 
1.5.2 Valvulopatía aórtica degenerativa 
 
La estenosis aórtica fue descrita por Mönckerberg en 1904 46. Desde el punto 
de vista macroscópico, la estenosis aórtica se caracteriza por un engrosamiento y una 
gran calcificación distrófica de los velos, que provoca un aumento en la rigidez de la 
válvula, y, finalmente,  una obstrucción del flujo de salida del ventrículo izquierdo.  
Esta alteración de la válvula aórtica se localiza en un primer momento en el 
lado aórtico de la válvula, y en las bases de los velos, que es precisamente el lugar de 
la válvula donde más estrés mecánico se produce, por el continuo movimiento de 
apertura y cierre de los velos. Estas observaciones dieron lugar a la hipótesis que la 
estenosis aórtica era el resultado del desgaste natural que provocaba el estrés 
mecánico, y, por lo tanto, no se podía modificar su evolución natural 47.  
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Sin embargo, en la década de los 80 aparecen una gran diversidad de trabajos 
que desechan que la degeneración valvular sea un mecanismo pasivo relacionado 
exclusivamente con la edad. Por el contrario las importantes  asociaciones entre 
factores de riesgo clásicos de aterosclerosis y la valvulopatía aórtica hacen que hoy en 
día entendamos el proceso degenerativo como un mecanismo activo similar a la 
aterosclerosis. El trabajo realizado por Stewart et al 16, mayor trabajo prospectivo en 
relación con este tema, en el que incluyeron a 5201 pacientes con edad >65 años, 
demostró que la edad, el sexo masculino, los antecedentes de hipertensión arterial, y 
niveles elevados de lipoproteínas de baja densidad (LDL) y lipoproteína (a) se 
asociaban de forma positiva con la valvulopatía aórtica. Peltier et al 48 realizaron 
también un estudio prospectivo, en el que incluyeron a 220 pacientes consecutivos 
con estenosis aórtica severa trivalva calcificada que iban a ser intervenidos 
quirúrgicamente. Como controles incluyeron a 220 pacientes emparejados por edad y 
sexo que iban a ser intervenidos de insuficiencia aórtica. Demostraron que los niveles 
de colesterol elevados, la hipertensión, el tabaco, y un índice de masa corporal 
elevado se asociaban con la estenosis aórtica de forma independiente. 
Fue en la década de los 90 cuando se describió por primera vez la lesión de la 
valvulopatía degenerativa. Ésta lesión se caracterizaba por una discontinuidad en la 
membrana basal del endotelio, a través de la cual se depositan lípidos, proteínas, se 
infiltran células, y se produce una mineralización extracelular, lo que llevaba a un 
engrosamiento del subendotelio. Como consecuencia, se observa un desplazamiento 
de la lámina elástica subendotelial. La capa fibrosa, en la zona adyacente a la lesión, 
también está alterada. Los principales componentes celulares son células 
inflamatorias, principalmente macrófagos y células espumosas, y linfocitos T. En 
cambio, las células musculares lisas y los miofibroblastos son infrecuentes. Cabe 
destacar que las células inflamatorias se encuentran en la superficie de la lesión, 
mientras que la región calcificada aparece en la zona más profunda de la lesión, lo 
que confirma el proceso patológico activo, mediado por un gran número de citocinas 
inflamatorias, y con sucesivas etapas de progresión de la enfermedad 49 (Figura 2). 
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Figura 2.- Resumen de la teoría etiopatogénica de la estenosis aórtica degenerativa. 
 
Por lo tanto, la fisiopatología de la valvulopatía aórtica degenerativa es un 
proceso patológico activo en el que, como veremos a continuación, participan muchos 
mecanismos patogénicos. Un mejor conocimiento de estos procesos podría llevar al 
desarrollo de un conjunto de tratamientos capaces de modificar la evolución de esta 
enfermedad. 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Capitulo 1. Introducción 
 
 19
1.6 Mecanismos fisiopatológicos de la valvulopatía 
aórtica degenerativa 
 
1.6.1 Factores genéticos 
 
La genética podría tener un papel importante en el riesgo y desarrollo 
de la valvulopatía aórtica.  
Recientemente, se han publicado una serie de artículos en los que 
determinados polimorfismos genéticos se relacionan con un mayor riesgo de 
desarrollar estenosis aórtica. Un alelo específico del receptor de la vitamina D 
(Bsml/b), que produce una menor absorción ósea y una mayor pérdida de 
calcio con la edad, fue más frecuente en pacientes con valvulopatía aórtica en 
comparación con los controles 50. La combinación de polimorfismos de un 
receptor específico de estrógeno α (Pvull) y TGF β1 se han asociado con un 
mayor riesgo de estenosis en mujeres postmenopáusicas 51. Finalmente, 
ciertos polimorfismos del gen de la interleucina (IL) 10 se asociaron con la 
extensión del contenido de calcio en las válvulas aórtica 52. Otros trabajos han 
demostrado que diferentes polimorfismos/mutaciones en el gen de la proteína 
5 relacionada con el receptor de LDL (Lrp5), se asociaban con un fenotipo 
osteoporótico, y también podrían desempeñar un papel importante en la 
desarrollo de calcificaciones vasculares y valvulares 53,54,55. 
La genética proporciona, además, una unión con la fisiopatología de la 
calcificación. El factor transcripcional NOTCH 1 regula el desarrollo 
embrionario de la válvula aórtica, así como la diferenciación osteogénica de 
los fibroblastos valvulares; actúa como un importante inhibidor de 
Runx2/Cbfa 1, que es una vía con un notable papel en la actividad de los 
osteoblastos. Las mutaciones funcionales en el gen podrían aumentar la 
diferenciación osteoblástica y podrían mediar en la mayor propensión de la 
calcificación valvular. Las mutaciones de dicho factor se encontraron en 2 
familias que presentan alteraciones valvulares y calcificación aórtica 
importante 56. 
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No  obstante, todavía son escasos los datos en la actualidad en relación 
con la genética y la valvulopatía aórtica. Con las nuevas técnicas de 
multisecuenciación que permiten estudiar un gran número de genes de forma 
rápida y segura, se podría abrir un campo de investigación importante. 
 
1.6.2 Factores iniciales 
 
La calcificación del velo valvular ocurre inicialmente en el lado aórtico de los 
velos, donde el flujo es más turbulento, lo que sugiere que el estrés de dicho flujo es 
fundamental como factor inicial de la lesión 45. Esta hipótesis se comprobó mediante 
la expresión del factor Krüpel-like 2 (FKL 2) en las células endoteliales. El factor FKL 
2 es un indicador del tipo de flujo 57, que se encuentra reducido en las zonas de flujo 
turbulento. Se observó una reducción en la expresión de FKL 2 en el lado aórtico de 
los velos, en comparación con el lado ventricular 58. Probablemente, las lesiones 
aórticas comenzarían por una activación de las células endoteliales secundaria al flujo 
turbulento, lo que favorecería la rotura en la integridad de la capa endotelial de 
manera parecida a lo que ocurre en las lesiones ateroscleróticas.  
No obstante, es necesaria la implicación de más mecanismos en la patogenia 
porque, bajo condiciones fisiológicas, la capa endotelial se mantiene intacta después 
de un daño en el endotelio. Por tanto, los mecanismos comprometidos podrían estar 
relacionados con la reparación de la capa endotelial; la división de células 
endoteliales maduras; o la renovación con células madre circulantes.  
La capacidad de regeneración de las células endoteliales maduras es limitada 
58. Las células somáticas que alcanzan una determinada edad, entran en una fase 
senescente, es decir, en un estado de no replicación 59. Recientemente Kurtz et al 60 
describieron que el acortamiento de los telómeros se asociaba con la presencia de la 
valvulopatía aórtica. De manera que las válvulas aórticas enfermas tendrían mayor 
número de células senescentes, con acortamiento de los telómeros, porque las células 
endoteliales valvulares se encuentran en continuo recambio celular por el aumento 
del estrés.  
Otro mecanismo de reparación endotelial es el realizado por las células madre 
endoteliales circulantes. Se ha observado que el número de dichas células madre se 
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encontraba francamente reducido en los pacientes con estenosis aórtica en 
comparación con los controles 58. 
 
1.6.3 Función endotelial 
 
La superficie de la válvula se encuentra recubierta con células endoteliales, 
que tienen un papel fundamental en el correcto funcionamiento de la válvula. Como 
acabamos de comprobar, las células endoteliales aórticas se encuentran expuestas de 
forma crónica a complejas fuerzas de flujo, que ocasionan un daño endotelial. Como 
consecuencia se activaría la célula endotelial, y se incrementaría la expresión de 
moléculas de adhesión endoteliales, se favorecería el estrés oxidativo, y se reduciría la 
capacidad de la liberación de óxido nítrico (NO) 61. 
Las células endoteliales activadas expresan de forma más marcada moléculas 
de adhesión de leucocitos (ICAM 1 y VCAM 1), factor von Willebrand, y molécula de 
adhesión celular relacionada con el antígeno carcinoembrionario (CEACAM 1). Se ha 
demostrado un incremento de marcadores de activación endotelial en las válvulas 
aórticas con estenosis, en comparación con las válvulas normales. Los pacientes con 
valvulopatía aórtica también presentaban niveles plasmáticos aumentados de E 
selectina, que se normalizaban con la cirugía valvular 62.  
Hemos visto que en las células endoteliales de las válvulas aórticas enfermas 
se producía una reducción en la expresión de FKL-2. El papel del factor de FKL-2 es 
muy importante porque controla un gran número de procesos: regula la adhesión 
leucocitaria, inhibe la activación celular de determinados estímulos proinflamatorios, 
y regula la función antitrombótica endotelial 63. 
Otra propiedad del endotelio valvular es que, en condiciones fisiológicas, 
modula las propiedades mecánicas de las cúspides aórticas, mediante la liberación de 
NO, que produce relajación, y la endotelina (ET) 1, que produce contracción en los 
miofibroblastos. Los cambios en la elasticidad pueden optimizar el estrés de la 
válvula mediante la distribución perfecta por su superficie y así evitar microtraumas.  
Por tanto, el papel del endotelio es crucial para la función de la válvula y el 
impacto de la duración de las válvulas 64,65. 
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1.6.4 Mecanismos inflamatorios 
 
En 1994 varios trabajos describieron por primera vez la presencia de 
células inflamatorias en las lesiones valvulares aórticas. En un primer 
momento, únicamente se caracterizó la presencia de macrófagos y linfocitos T 
49,66,67. Los monocitos infiltran la capa endotelial mediante la unión con las 
moléculas de adhesión de la células endoteliales (ICAM 1 y VCAM 1), y, 
posteriormente, se diferencian en macrófagos. Los macrófagos contribuyen a 
aumentar el estrés oxidativo, y a liberar citocinas proinflamatorias 62. Los 
linfocitos T que se encuentran en el subendotelio y en la fibrosa también 
liberan citocinas proinflamatorias, como la interleucina II, el factor de 
necrosis tumoral (TNF) α, el factor de transformación del crecimiento (TGF) 
β1, y IL 1β 68.  
De forma más reciente, también se ha descrito la presencia de 
mastocitos en la lesión valvular, sobre todo en la proximidad de las zonas de 
calcificación de la válvula 69,70. Los mastocitos liberan una gran cantidad de 
citocinas proinflamatorias y enzimas, entre las que destaca la catepsina G. 
Esta enzima se encuentra aumentada en las válvulas aórticas enfermas, tiene 
una función lítica de la elastina, y también contribuye al remodelado de la 
matriz extracelular 70.  
También se ha demostrado que las citocinas proinflamatorias liberadas 
en la lesión contribuyen a un aumento en la producción de metaloproteinas 
(MMPs) de la matriz. Las MMPs  producen un remodelado de la matriz 
extracelular, como veremos en el apartado 7. También pueden producir 
cambios osteoblásticos en las células intersticiales y, por tanto, favorecer la 
calcificación valvular 71. Uno de los mecanismos por los que las células 
intersticiales responden al estímulo proinflamatorio podrían ser los receptores 
Toll-like (TLR) 2 y 4, que son receptores capaces de regular la respuesta 
celular inflamatoria. Las células intersticiales de la válvula aórtica presentan 
una gran cantidad de TLR 2 y 4, y estudios in vitro han demostrado que son 
funcionales. La activación de los TLR en las células intersticiales valvulares 
produciría una liberación de moléculas de adhesión y citocinas 
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proinflamatorias  (ICAM 1; IL 6 y 8), que tendrían un papel de 
retroalimentación de la cascada inflamatoria, y un incremento de moléculas 
osteoblásticas (BMP2 y Runx2) 72, lo que supone una unión entre la 
inflamación y la calcificación en la valvulopatía aórtica. 
Además, existen otros marcadores que resaltan el papel de la 
inflamación en la fisiopatología de esta enfermedad. La PCR, el marcador 
inflamatorio más empleado en la cardiopatía isquémica, también se encuentra 
aumentado en los pacientes con estenosis aórtica 36. 
 
1.6.5 Metabolismo lipídico 
 
Las alteraciones del metabolismo lipídico siempre se han relacionado con la 
valvulopatía aórtica 16,24,48,73.  
En la fase inicial de la lesión aórtica valvular se ha observado un depósito de 
lípidos focal y extracelular en varias zonas de la región subendotelial. En las zonas 
ricas en lípidos también se encontraban presentes las apoliproteínas B, a,  y E, lo que 
implicaría que estos lípidos derivarían de las lipoproteínas plasmáticas. Esta 
hipótesis se ha comprobado mediante un modelo experimental animal, en el que la 
cantidad de colesterol depositado en la válvula aórtica se incrementa en relación con 
una mayor cantidad de lípidos en la dieta 9. 
También se identificaron una gran cantidad de moléculas de LDL oxidadas en 
las lesiones valvulares aórticas, principalmente en las zonas de calcificación. El 
aumento de la presencia de moléculas de LDLs oxidadas se produce como 
consecuencia de la activación endotelial y las células inflamatorias. Estas moléculas 
son captadas por los macrófagos y se convierten en células espumosas similares a las 
de la aterosclerosis 74, También se ha demostrado mediante estudios in vitro que las 
LDL oxidadas estimulan la formación de núcleos de calcificación 2.  
Además, las válvulas aórticas enfermas tienen mayor nivel de Lpr 5 44. Esta 
proteína se activa por niveles elevados de LDL, y se ha descrito relacionada con el 
proceso de diferenciación de los miofibroblastos a osteoblastos 75.  
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1.6.6 Péptidos natriuréticos 
 
El sistema renina-angiotensina también ha sido relacionado con la 
patogénesis de la lesión valvular aórtica 70, 76.  
En una gran proporción de la lesión valvular se ha podido encontrar enzima 
convertidora de angiotensina (ACE) asociada a LDL en la matriz extracelular. La 
angiotensina II también se localizaba en estas zonas, lo que sugiere que la asociación 
de LDL y enzima convertidora de angitensina (ECA) tiene propiedades enzimáticas 76. 
Los mastocitos que, como ya hemos comentado con anterioridad se encuentran 
presentes en la lesión valvular, contienen quimasa, una enzima distinta a ECA que 
puede generar angiotensina II 70. La catepsina G, una proteasa derivada de los 
mastocitos activados, también es una importante fuente de angiotensina II, y se ha 
comprobado que su expresión es significativamente mayor en las válvulas aórticas 
estenóticas 77. De este modo en la lesión aórtica existen una serie de fuentes 
potenciales de angiotensina II. 
La angiotensina II, a través de su receptor AT1, tiene un gran número de 
efectos promotores de la lesión valvular, entre los que se incluyen la estimulación de 
la inflamación, y el depósito de colesterol en los macrófagos. Finalmente, se 
produciría un aumento del estrés oxidativo, y estimularía la captación de 
lipoproteínas en los fibroblastos valvulares 78,79. 
 
1.6.7 Calcificación valvular 
 
La calcificación de la válvula es la característica principal de la valvulopatía 
aórtica. Se trata de un proceso activo que se encuentra presente desde las fases 
iniciales de la lesión, y es uno de los principales determinantes de la rigidez de los 
velos en la estenosis aórtica. La calcificación está formada por hidroxiapatito, que es 
la forma de mineral de calcio y fósforo presente en el hueso 45. 
Las zonas microscópicas de calcificación de la esclerosis aórtica, como hemos 
descrito previamente, se asociaron con el depósito de lipoproteínas y la infiltración 
de las células inflamatorias. Las proteínas que se han relacionado con la regulación 
de la calcificación son la osteopontina, la osteocalcina, proteínas formadoras de 
  Capitulo 1. Introducción 
 
 25
hueso (BMPs) 2 y 4 69, la osteoprotegerina, el ligando activador del receptor nuclear 
NF-κB (RANKL) 69,80,81. Las partículas de LDL oxidado, RANKL, TGF B1, TNF α 
aumentan la expresión de los marcadores osteoblásticos de las células intersticiales; y 
también estimulan a las células intersticiales de las válvulas, de manera que liberan 
vesículas a la matriz extracelular, producirían un serie de cambios en la matriz, que 
favorecerían su calcificación 9,82. 
El RANKL en las lesiones aórticas se ha descrito que está aumentado, 
mientras que su inhibidor, la osteoprotegerina, está reducido. La estimulación de 
RANKL promueve la calcificación valvular mediante un aumento en la actividad de 
MMP 1 y 2, en la expresión de osteocalcina, y en la actividad del factor Cbfa1 83,84. 
Además , la tenascina C, una glicoproteína de la matriz extracelular implicada 
en la estimulación de formación y mineralización de hueso, se ha descrito asociada a 
MMP2 en los velos calcificados de la válvula aórtica, y se ha relacionado con la 
progresión de la enfermedad 85,86. 
A medida que la enfermedad progresa, se observa una formación activa de 
tejido óseo. En las válvulas que presentan tejido óseo, había expresión de factores que 
promovían la osteogénesis, como las BMPs 2 y 4. Los factores aterogénicos, entre los 
que se incluyen LDL oxidado, TNF α, e hiperglucemia, pueden mediar en la 
calcificación, al menos en parte, a través de la vía activada por el BMP 2 2.  
La BMP 2 se ha descrito en las lesiones valvulares, y estimula formación de 
nódulos de calcificación en cultivos de fibroblastos 87. La BMP 2 puede incrementar la 
regulación osteogénica de las células intersticiales a través de dos mecanismos de 
acción: vía factor de transcripción Msx2, y vía factor de transcripción Runx2/Cbfa1.  
Una expresión excesiva de Msx2 en ratones favorecía la calcificación valvular 
a través de una vía osteogénica, y se relacionaba con la activación del receptor Wnt 87. 
Este receptor se encontraba relacionado con la Lpr 5, lo que supone un nexo de unión 
entre el metabolismo lipídico y la calcificación.  
La BMP 2 también puede activar la calcificación valvular mediante la vía 
condro-osteogénica a través del factor Runx2/Cbfa1. Este factor favorece la 
diferenciación osteoblástica de los miofibroblastos, y es un paso crucial en el proceso 
de calcificación vascular ya que es el paso final de numerosos estímulos. Se ha 
demostrado que esta vía se encuentra aumentada en conejos con dieta hiperlipídica 
9,73,88. El gen NOTCH1, mencionado previamente, es un factor de transcripción que en 
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condiciones normales inhibe a Runx2/Cbfa1 2. El fosfato también favorece la 
calcificación mediante esta vía, y está mediado por el cotransportador Pit1 de fosfato 
70,89.  
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1.7 Comparación de la fisiopatología de la 
valvulopatía aórtica y de la aterosclerosis 
 
Como hemos podido comprobar, la valvulopatía aórtica degenerativa 
comparte muchas características con la aterosclerosis coronaria. De hecho, se ha 
sugerido que ambas enfermedades son la misma manifestación. En ambas patologías, 
la lesión inicial se caracteriza por una rotura de la membrana basal del endotelio, y 
ésta se produce en zonas donde hay un flujo turbulento y gran estrés tensional 90,91.  
Además, presentan factores de riesgo clínicos comunes, entre los que se 
encuentran la edad, la hipertensión, y la dislipemia 27,38,92,93,94,95. Incluso la patogenia 
de las lesiones es muy semejante. Se produce un depósito de lípidos en el 
subendotelio, existe una participación de macrófagos y linfocitos T 9,56,70,90, la 
inflamación posterior origina una liberación de citocinas y la activación de los 
miofibroblastos, y finalmente, se produce una gran expresión de proteínas activas en 
la matriz extracelular. 
No obstante, a pesar de tener una fisiopatología tan similar, la prevalencia de 
arteriosclerosis en valvulopatía aórtica es del 40-50%, y el porcentaje de pacientes 
con cardiopatía isquémica que tienen valvulopatía aórtica significativa es muy 
reducido 5,16,96. Incluso en un trabajo se ha comprobado que la coronariopatía no se 
asocia de forma independiente con la valvulopatía aórtica 48. Desde un punto de vista 
clínico, aunque muchos trabajos han documentado un solapamiento de factores 
clínicos asociados a ambas enfermedades, existen ciertos factores que se asocian de 
forma convencional con la valvulopatía aórtica, como puede ser el género y la 
diabetes, que no tienen una asociación tan fuerte como en la aterosclerosis 45. 
El tipo celular predominante en las lesiones valvulares son las células 
intersticiales, que tienen características de miofibroblastos 97. En cambio, no existe 
participación de las células musculares lisas en las lesiones valvulares iniciales, 
mientras que el papel de este tipo celular en las lesiones ateroscleróticas es muy 
importante 70,98. 
También encontramos diferencias en relación con el papel de las MMPs en la 
aterosclerosis y la estenosis aórtica: En el caso de la aterosclerosis, las MMPs tienen 
un papel fundamental en la degradación de la matriz extracelular y, 
consecuentemente, en la fragilidad de la placa que conlleva la aparición de eventos 
clínicos. En la valvulopatía aórtica las MMPs también producen una degradación en 
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la matriz extracelular, pero, en cambio, favorecen la fibrosis y la calcificación de los 
velos valvulares 99,100,101.  
La mineralización microscópica es más prominente, y se desarrolla antes en 
las lesiones valvulares iniciales en comparación con la lesión típica de la 
aterosclerosis 49,97. Además, las alteraciones que se observaron en la lesión valvular 
no quedan confinadas al área donde se implanta la lámina elástica, sino que se 
extienden hacia la capa de fibrosa adyacente.  
Finalmente, el tratamiento con estatinas, fármacos muy eficaces en la 
aterosclerosis, no han mostrado beneficio en la valvulopatía aórtica 30, 31,91,95. 
Por lo anterior expuesto valvulopatía aórtica y aterosclerosis coronaria son, en 
realidad, dos patologías diferentes.  
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1.8 Opciones terapéuticas. 
 
1.8.1 Tratamiento farmacológico 
 
A pesar de haberse identificado numerosos mecanismos relacionados con el 
desarrollo y progresión de la estenosis aórtica que pudiesen potencialmente 
explorarse como dianas terapéuticas; desde el punto de vista clínico unicamente 
cuatro grupos farmacológicos han sido evaluados: las estatinas,  los IECAs/ARA II, 
los bisfosfonatos y el bloqueo de la aldosterona. 
 
1.8.1.1 Estatinas 
 
Las estatinas tienen un efecto antiinflamatorio y también conservan la 
función endotelial tanto en la población general, como en los pacientes con 
aterosclerosis coronaria 102,103. Por tanto, este mismo efecto podría trasladarse a los 
pacientes con valvulopatía aórtica 104,105,106. Para constatar esta hipótesis se han 
realizado un gran número de estudios clínicos, inicialmente retrospectivos y 
posteriormente prospectivos, que han evaluado la respuesta de la progresión de la 
estenosis aórtica al tratamiento con estatinas.  
La mayoría de los estudios retrospectivos describieron un efecto beneficioso 
del uso de estatinas capaces de reducir la progresión de la enfermedad. Es importante 
reseñar que este efecto beneficioso no guardaba relación con los niveles séricos de 
colesterol 35,95,107, y se atribuía al efecto pleitrópico de las estatinas 108.  
Sin embaro, los estudios clínicos prospectivos no han mostrado beneficio del 
uso con estatinas. Únicamente en el estudio RAAVE, un trabajo prospectivo sin 
aleatorización del tratamiento, donde se administró rosuvastatina en función de los 
niveles de LDL colesterol en sangre, se produjo una reducción en la velocidad de 
progresión de la enfermedad 109. En el estudio SALTIRE, estudio prospectivo y 
aleatorizado con atorvastatina, no hubo diferencias en la disminución de la velocidad 
del jet aórtico ni en la puntuación de calcio en el TC entre los pacientes tratados con 
atorvastatina o placebo 31. Asimimos, en el estudio ASTRONOMER, también 
prospectivo y aleatorizado con rosuvastatina, tampoco se observaron diferencias en la 
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progresión de la estenosis aórtica en pacientes con estenosis aórtica ligera o 
moderada 32. Finalmente el estudio SEAS, mayor estudio publicado prospectivo y 
aleatorizado en el que los pacientes recibieron simvastatina/ezetimibe vs placebo, 
tampoco se encontraron diferencias en la progresión de la valulopatía ni en la 
evolución clínica entre el grupo que aleatorizado a tratamiento hipolipemiante en 
comparación con el grupo control 30. 
Es posible que el momento de la valvulopatía aórtica en que se administra la 
estatina sea importante en la prevención de la progresión de la enfermedad. De hecho 
hay un trabajo reciente, aunque retrospectivo, que parece avalar esta hipótesis: la 
mayor eficacia de las estatinas tuvo lugar durante la fase de esclerosis aórtica 33,110. 
 
1.8.1.2 Inhibidores de la enzima convertidora de la 
angiotensina (IECAS) / Antagonistas del receptor de la 
angiotensina II (ARA II)  
 
Se ha detectado en las inmediaciones de la lesión valvular aórtica la presencia 
de enzima convertidora de angiotensina 70,76,111, y quimasa 70. Ambas enzimas se han 
relacionado con la producción de angiotensina II. Por tanto, IECAs/ARA II son un 
tipo de fármacos que podrían presentar ciertos efectos beneficiosos en la progresión 
de la estenosis aórtica. 
Modelos animales han mostrado como el olmesartan disminuye los cambios 
escleróticos e inhibe la diferenciación de los osteoblastos en los velos valvulares 88. 
Del mismo modo el tratamiento con ramipril parece reducir la progresión de la 
estenosis y se asocia con una disminución en la calcificación valvular, una reducción 
en la infiltración de los macrófagos, y una mejoría en la función endotelial y en el 
estrés oxidativo 112. 
Sin embargo, los datos clínicos son escasos, y actualmente existe cierta 
controversia sobre los resultados de los trabajos publicados 92,113,114. En un análisis 
retrospectivo de 211 pacientes, Rosenhek et al 113 observaron que la progresión de la 
estenosis aórtica no se retrasó en los pacientes tratados con IECAs. Por el contrario, 
O'Brien et al 92 observaron de forma retrospectiva, que el tratamiento con  IECA se 
asoció con una reducción del 71% en la progresión de la calcificación de la válvula 
aórtica, en 123 pacientes con estenosis aórtica a los que se realizó un seguimiento con 
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tomografía computarizada. También, Wakabayashi et al 114 en un análisis 
retrospectivo de 194 pacientes, observaron que  la progresión de la estenosis aórtica 
fue menor en los pacientes que se trataban con IECAs; asociación no encontrada con 
otros antihipertensivos  ni con el tratamiento con estatinas. 
Hasta la fecha, no hay estudios prospectivos publicados en humanos 
evaluando los efectos beneficiosos deIECAs/ARA II en la progresión de la estenosis 
aórtica. 
  
1.8.1.3 Bloqueo de aldosterona  
 
La lesión de la valvulopatía aórtica degenerativa se caracteriza, en las fases 
iniciales, por el aumento fibrosis y la inflamación. De manera que,  los tratamientos 
que reducen la fibrosis intersticial podrían tener un efecto favorable sobre la 
progresión de la enfermedad de la válvula.  
Para comprobar esta hipótesis se empleó un bloqueador de los receptores de 
la aldosterona, la eplerenona, en un modelo animal experimental de valvulopatía 
aórtica.  Los resultados determinaron que la eplerenona reducía los cambios 
escleróticos en los velos aórticos, así como la expresión de ECA en la valvulopatía 
aórtica 115.  
Sin embargo, y de forma similar a las estatinas, el estudio aleatorizado y doble 
ciego ZEST 116 realizado en 65 pacientes con estenosis moderada o severa, no mostró 
diferencia alguna en la tasa de progresión de la estenosis de la válvula, o la masa del 
ventrículo izquierdo; ni mejora en la función sistólica o diastólica en el ventrículo 
izquierdo, en relación con la administración de eplerenona.  
 
1.8.1.4 Bisfosfonatos  
 
Los bifosfonatos son una grupo de medicamentos utilizados en el tratamiento 
de la osteoporosis, que también pueden inhibir la calcificación vascular 117. Tienen un 
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mecanismo de acción directo al inducir la apoptosis de los osteoclastos 118, y un 
mecanismo antiinflamatorio vía inhibición en la síntesis de colesterol 119.  
Actualmente existe controversia sobre los resultados de los trabajos 
publicados 120,121,122. En un análisis retrospectivo de 55 pacientes, Skolnick et al 120 
observaron que el tratamiento con bisfosfonatos se asoció con una tasa reducida de 
progresión de la estenosis aórtica. Innasimuthu et al 121, en otro estudio retrospectivo 
basado en datos ecocardiograficos de 76 sujetos, presentaron datos contradictorios 
en la reducción de la progresión de la valvulopatía aórtica en los pacientes tratados 
con bifosfonatos. Finalmente Aksoy et al 122 publicaron un trabajo retrospectivo en 
una gran población de pacientes con estenosis aórtica ligera-moderada (n=801). Se 
trata del mayor análisis retrospectivo publicado actualmente, y no encontraron 
reducción en la progresión de la estenosis aórtica. No obstante son trabajos 
retrospectivos, con poblaciones diferentes, y en el que importantes factores de 
confusión podrían estar presentes. 
 
1.8.2 Tratamiento quirúrgico 
 
El único tratamiento de la estenosis aórtica sintomática que hasta hace pocos 
años había demostrado una mejoría en los síntomas, y un aumento de la 
supervivencia es el tratamiento quirúrgico 123. 
La estenosis aórtica representa en la actualidad la causa más frecuente de 
recambio valvular 96, y la segunda indicación de cirugía cardiaca 2. En el registro 
europeo de valvulopatías, el 47% de los pacientes intervenidos la causa era la 
estenosis aórtica de válvula nativa 5. Incluso en nuestro medio esta prevalencia se 
incrementaba hasta un 67%, según los datos del registro de la Sociedad Española de 
Cirugía Cadiovascular del año 2007 124. 
Las series quirúrgicas recientes presentaban unas tasas de mortalidad de la 
cirugía valvular aórtica que varían desde un 1%, hasta un 9% en pacientes de alto 
riesgo. La supervivencia a largo plazo de los pacientes después de la sustitución 
valvular fue del 80% a los tres años, con una supervivencia corregida por la edad 
prácticamente normal 123. La morbilidad postoperatoria grave, como por ejemplo el 
tromboembolismo, las complicaciones hemorrágicas por la anticoagulación, la 
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disfunción protésica y la endocarditis resultó muy poco frecuente, con una tasa 
aproximada del 2-3% al año 45. 
 
1.8.3 Nuevas opciones terapéuticas 
 
1.8.3.1 Implante de prótesis percutánea (TAVI) 
 
El riesgo de la cirugía puede ser mayor en pacientes de edad avanzada, ya que 
presentan importantes comorbilidades. En el registro europeo de valvulopatías se 
confirmó que un 33% de los pacientes con enfermedad valvular severa sintomática no 
fueron tratados mediante cirugía valvular 5. Por tanto, a pesar de los buenos 
resultados de la cirugía de la válvula, podría haber un papel para las técnicas 
alternativas menos invasivas en este subgrupo de pacientes.  
La valvuloplastia aórtica percutánea se considera un tratamiento paliativo por 
su limitada eficacia a largo plazo. Sin embargo, el implante de prótesis aórtica 
percutánea (TAVI) abre una posibilidad terapéutica a este tipo de pacientes. 
Actualmente es una alternativa basada en la evidencia, y bien establecida frente a la 
sustitución de la válvula aórtica mediante cirugía abierta. El ensayo PARTNER 
demostró que, en los pacientes con estenosis aórtica grave que no son candidatos a 
cirugía, la implantación aórtica de una TAVI reducía significativamente la mortalidad 
en comparación con el tratamiento estándar, presentando menos hospitalizaciones, y 
un mejor control de los síntomas 125. También se comprobó que, la implantación de 
una TAVI en una cohorte de pacientes con un elevado riesgo de cirugía convencional,  
la supervivencia a 1 año de los pacientes tratados percutáneamente era equivalente a 
la de los tratados con sustitución quirúrgica de la válvula aórtica 126. Sin embargo, 
este método tuvo una incidencia de ictus y complicaciones vasculares mayores 
superior a la del tratamiento estándar.  
Existen dos tipos de bioprótesis percutáneas, y se han descrito tres vías de 
acceso: 
 Anterógrada: La primera válvula percutánea se implantó a través de 
esta vía de acceso 127. Actualmente no se emplea porque los pacientes 
desarrollan muchos problemas derivados del procedimiento. 
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 Retrógrada: Actualmente es la vía más empleada. La mortalidad 
intrahospitalaria oscila entre un 6.4% y un 20%, mientras que la 
mortalidad esperada según el euroscore es del 28% 128,129,130. 
 Vía transapical: Esta vía de acceso ha sido la última en utilizarse. Es la 
vía de elección en pacientes con arteriopatía periférica importante y 
calcificación grave de la aorta. La mortalidad intrahospitalaria es del 
14%, mientras que la mortalidad esperada era del 27% 130. 
 
1.8.3.2 Células madre 
 
Se han identificado células progenitores derivadas de médula ósea en la capa 
fibrosa de los velos de las válvulas estenóticas 93. Además, se ha comprobado que el 
número de dichas células madre se encuentra francamente reducido en los pacientes 
con estenosis aórtica en comparación con los controles 58, 131. Por tanto, se ha sugerido 
que estas células podrían participar como un mecanismo en la reparación tisular.  
Por tanto, una hipótesis podría ser que la administración de células madre en 
pacientes con valvulopatía aórtica degenerativa podría mejora la evolución de la 
lesión, sobre todo en las fases iniciales de la valvulopatía. Sería necesario realizar en 
un futuro investigaciones que corroboren esta teoría. 
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2 Las nanopartículas calcificantes 
 
2.1 Definición 
 
Las nanopartículas calcificantes, también denominadas “nanobacterias”, son 
unas misteriosas partículas de pequeño tamaño, que han provocado una de las 
mayores controversias en la microbiología moderna 132,133. Fueron descubiertas por 
primera vez por geólogos, y las describieron como unas partículas esferoidales de un 
tamaño aproximado de 0,1 µm que se encontraban en la superficie de minerales y 
rocas 134. Posteriormente se encontraron estas partículas en sangre humana y bovina 
135,136, así como un gran número de medios de cultivos celulares 137.  
La propiedad de ser cultivadas fue descrita por primera vez por Kajander et al 
132. En ese trabajo los autores describieron las nanopartículas como una forma 
indeterminada de vida; que tenían ciertas características en común con las bacterias, 
pero también presentaban muchas diferencias con las bacterias actualmente 
conocidas; y era el agente autorreplicante cultivable más pequeño de la Tierra 138. 
Al principio se denominaron “nanobacterias”, por su comportamiento similar 
a una batería, a pesar de se pequeño tamaño. En la actualidad se desconoce la 
naturaleza de estas partículas. Como el término original puede resultar controvertido, 
utilizaremos el término nanopartículas calcificantes, de acuerdo con su propiedad 
mineralizante.  
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2.2 Características de las nanopartículas 
 
El tamaño de estas nanopartículas oscila entre 20 y 500 nm, las partículas 
más pequeñas atraviesan los filtros de 100 nm.  Han sido identificadas de forma 
grosera por la tinción de von Kossa para la calcificación. Se observaron mediante el 
microscopio electrónico de barrido y de transmisión, donde tenían una apariencia 
semejante a esferas o cilindros 138. Presentaban a su alrededor una capa de carbonato 
apatito, que se forma a partir de los componentes solubles de calcio y fósforo del 
medio.  
También presentaron una reacción con el ADN con la tinción de Hoechst. 
Inicialmente se describió una secuenciación de 16S rARN, por lo que se habían 
asignado provisionalmente en el subgrupo alfa-2 de las Proteobacterias. Pero, se 
comprobó posteriormente que las secuencias de 16S rARN descritas con anterioridad 
eran virtualmente idénticos al 16S rARN de Phyllobacterium myrsinacearum, un 
microorganismo identificado como una fuente de contaminación de 16S rARN en los 
estudios de reacción en cadena de la polimerasa 139. 
Prácticamente se desconoce el metabolismo de las nanopartículas. Se ha 
descrito que su tasa de duplicación se encontraba entre 2 y 5 días, basándose en el 
aumento de la densidad óptica, o en el incremento de la masa mineral 138. Las 
nanopartículas eran inalterables, se teñían con dificultad, y eran muy resistentes al 
calor 140,141. Dosis altas de radiación γ, o ciertos antibióticos, como los 
aminoglicósidos y las tetraciclinas, inhibieron su crecimiento 132,142. 
Presentaron capacidad citotóxica cuando se cultivaron las nanopartículas con 
células eucariotas, tanto de forma directa 143, como de forma indirecta, ya que fueron 
capaces de provocar una respuesta inmunitaria específica 132,137,144. 
La característica fundamental de las nanopartículas es que tienen la 
capacidad de formar cristales de carbonato con concentraciones fisiológicas de calcio 
y de fósforo. En la actualidad se desconocen los mecanismos por los que se produce 
está calcificación 136. 
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2.3 Controversia de la naturaleza de las nanopartículas 
 
Inicialmente se denominaron “nanobacterias” porque se creía que era un 
organismo vivo y por su pequeño tamaño. Esta terminología favoreció una búsqueda 
activa de ácidos nucleicos (ARN/ADN). Actualmente, no se ha aislado DNA o RNA de 
estas partículas con los procedimientos habituales 145,146, y existe una gran 
controversia sobre su naturaleza. 
Hay grupos que descartan que sean organismos vivos por su pequeño tamaño. 
Manilof et al 148 sugirieron que una célula debería tener al menos 140 nm de grosor 
para contener en su interior el ADN, y las proteínas necesarias para función 147. Sin 
embargo, se ha demostrado recientemente que una célula sintética viable con un 
genoma capaz de codificar 387 proteínas y 43 genes ARN estructurales, Mycoplasma 
laboratorium, podría reducir su tamaño por debajo de esa limitación.  
Las nanopartículas son muy resistentes al calor, y otros métodos que 
normalmente matarían a las bacterias, lo que hace que algunos científicos se 
pregunten si podría ser una forma inusual de cristal en lugar de organismos vivos 140. 
Varios trabajos recientes han presentado una teoría alternativa para los 
hallazgos iniciales de los estudios con nanopartículas. Afirmaron que la 
biomineralización previamente atribuida a las nanopartículas pudo ser iniciada por 
macromoléculas inertes, y trasladada a los subcultivos mediante la auto-propagación 
de microcristales de apatito. Refieren que el contenido proteico analizado fue muy 
escaso, y su composición resultó semejante a la fetuina A, albumina, y apoliproteína 
A1 133,137. Otros grupos describieron que eran macromoléculas de carbonato cálcico 
144,149,150.  
Los investigadores que son partidarios de que son una nueva clase de 
organismos vivos citan que se ha descrito su capacidad autorreplicativa 151, y, aunque 
no se ha detectado la presencia de DNA o RNA, se ha comprobado que incorporan 
uridina marcada radiactivamente. Además, eran capaces de activar la respuesta 
inmunitaria, y tenían capacidad citotóxica in vitro 94,132,152,.  
También refieren que, algunas de las explicaciones que describen a las 
nanopartículas como cristalización no biológica, no pueden explicar alguna de las 
propiedades biológicas de las nanopartículas.  
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Algunos ejemplos de estas propiedades serían las siguientes: 
- Cuando se añadían cristales de hidroxiapatito inorgánico al medio de 
cultivo mínimo esencial de Eagle modificado por Dulbeco (DMEM) 
se disuelve. Sin embargo, las nanopartículas que se añadían a medios 
idénticos podían autopropagarse 153. 
- Los cristales inorgánicos de apatito, en comparación con las 
nanopartículas, no estimulaban la respuesta inmunitaria, ni 
producían calcificación patológica 144,152. 
- Las nanopartículas tenían actividad citotóxica, y podían liberar 
endotoxina que podría cronificar la reacción inflamatoria local 143. 
- El crecimiento de las nanopartículas pudo ser inhibido mediante 
tetraciclina, dosis altas de aminoglucósidos, sal ácida 
etilenediaminotetraacético disódica (EDTA), arabinósido de citosina, 
5 fluorouracilo, e irradiación Gamma 142. 
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2.4 Asociación de las nanopartículas con patologías 
humanas 
 
La descripción de las nanopartículas promovió la idea que podrían ser 
patógenos infecciosos, y representar una amenaza a la salud. Dadas sus 
características se sugirió que estos agentes pueden estar involucrados en procesos 
patológicos donde la calcificación es una característica fundamental. 
Se ha demostrado su presencia en un gran número de patologías:  
 Placas de aterosclerosis calcificadas 154,155,156, 
  válvulas aórticas calcificadas 136,152,157,158,, 
 calcificación del anillo mitral 159 
  cálculos renales 160 y cálculos biliares 161,  
 calcificaciones de los cuerpos de psamoma del cáncer de ovario 162,163,  
 flora de la cavidad oral, y en la pulpa dental 133,  
 riñón poliquístico 164, y  
 prostatitis crónica 165. 
Se ha demostrado de forma experimental que la inoculación sanguínea de las 
nanopartículas en ratas inducía la formación de cálculos renales 166,167, y la 
inoculación a conejos producía un aumento en la incidencia de cálculos biliares 168. 
El empleo de un tratamiento contra las nanobacterias, compuesto por una 
serie de vitaminas y aminoácidos, tetraciclina, y EDTA, que es un quelante del calcio, 
produjo una mejora en algunas patologías. Así, la administración de dicho 
tratamiento a pacientes con angina estable determinó una reducción en el score del 
calcio coronario, y una mejora en el grado funcional 155. También se produjo una 
mejoría en los síntomas de pacientes con prostatitis crónica refractaria 165. 
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3 Justificación del estudio 
 
Resumiendo todo lo anteriormente expuesto, se sabe que la valvulopatía aórtica 
degenerativa constituye un importante problema de salud para la sociedad, y sobre 
todo para el grupo de pacientes mayores de 65 años, y que, en un futuro próximo, la 
prevalencia de esta enfermedad se incrementará por el mayor envejecimiento de la 
población.  
La valvulopatía aórtica se trata de un proceso patológico activo, en el que la 
calcificación es la característica fundamental, y en el que participan un gran número 
de mecanismos patogénicos complejos, y no del todo conocidos. 
Actualmente carecemos de un tratamiento médico eficaz de esta patología. 
Únicamente, la sustitución de la válvula aórtica por una prótesis reduce la 
mortalidad, en el paciente sintomático con estenosis aórtica severa con el riesgo 
correspondiente a someterse a una intervención. 
Por tanto, es fundamental mejorar el conocimiento sobre la patogenia de la 
enfermedad, puesto que facilitaría el desarrollo de tratamientos encaminados a 
modificar la evolución de esta enfermedad. 
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Capítulo 2 
 
Hipótesis y objetivos 
 
 
2.1. Hipótesis 
 
2.1.1. Hipótesis nula 
 
No existen diferencias en el crecimiento de las nanopartículas en los cultivos de las 
válvulas aórticas entre los pacientes con estenosis aórtica degenerativa respecto a los 
que no presentan dicha valvulopatía. 
 
 
 2.1.2.  Hipótesis alternativa 
 
Existe un porcentaje mayor de crecimiento de las nanopartículas en los cultivos de 
las válvulas aórticas entre los pacientes con estenosis aórtica degenerativa, respecto a 
los pacientes que no  presentan dicha valvulopatía, lo que nos llevaría a suponer que las 
nanopartículas podrían tener un posible papel en la etiopatogenia de la estenosis 
aórtica. 
 
 
 
 
 
 Capítulo 2. Hipótesis y Objetivos 
 
 42
2.2. Objetivos 
 
Esta Tesis se plantea los siguientes objetivos: 
 
2.2.1. Objetivo Principal 
 
Establecer la posible implicación de las nanopartículas en la etiopatogenia de la 
estenosis aórtica degenerativa mediante la identificación de las mismas en las válvulas 
obtenidas por cirugía. 
 
2.2.2. Objetivos Secundarios 
 
1. Investigar el posible origen biológico de las nanopartículas analizando los 
perfiles metabólicos de 1H-RMN de medios de cultivo de las nanopartículas. 
2. Analizar el perfil clínico de los pacientes con valvulopatía aórtica degenerativa 
que van a ser intervenidos quirúrgicamente. 
3. Comparar las características clínicas de los pacientes con valvulopatía aórtica 
degenerativa respecto aquellos pacientes que no la presentan, de manera que, se 
pueda establecer otros posibles mecanismos de etiopatogenia de la valvulopatía 
aórtica degenerativa. 
4. Comparar las variables clínicas entre los grupos de pacientes con valvulopatía 
aórtica degenerativa: estenosis aórtica severa pura, y estenosis aórtica severa 
asociada a insuficiencia; para comprobar si existen diferencias entre ambos 
grupos. 
5. Comparar el perfil clínico de los pacientes con cultivos positivos con el perfil de 
los pacientes con cultivos negativos, y definir variables clínicas que se asocien 
con el crecimiento de las nanopartículas. 
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2.3. Interés científico 
 
La confirmación de la implicación etiopatogénica de las nanopartículas en la 
estenosis aórtica degenerativa tendría una gran trascendencia desde el punto de vista 
médico con las hipotéticas siguientes consecuencias: 
1 Ayudaría a conocer la etiología de un proceso que actualmente se ignora. 
2 El mejor conocimiento de los mecanismos patogénicos de la estenosis aórtica 
degenerativa conllevaría una mejora en el diagnóstico, en el seguimiento, así 
como en el tratamiento de esta enfermedad. 
3 Finalmente, si se confirma que las nanopartículas son agentes microbiológicos, 
podría producirse  un cambio radical en el tratamiento de la estenosis aórtica. 
De este modo tanto la vacunación, como el empleo de agentes antimicrobianos 
podrían tener un efecto protector en el desarrollo de esta enfermedad. 
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Capítulo 3 
 
Material y métodos 
 
3.1 Sujetos del estudio. 
 
Se realizó un estudio casos-controles, para lo cual se incluyeron de forma 
consecutiva un total de 115 pacientes intervenidos quirúrgicamente en el Hospital 
Clínico Universitario de Valladolid, entre enero de 2004 y febrero 2007, que 
cumplían los criterios de inclusión, y ninguno de los criterios de exclusión, que 
exponemos a continuación. 
  
3.2.  Criterios de inclusión 
 
Pacientes con estenosis aórtica en los que estaba indicada la sustitución de la 
válvula enferma por una prótesis 44 (Tabla 5). 
Tabla 5.- Indicaciones de sustitución valvular aórtica en estenosis aórtica según la 
Sociedad Europea de Cardiología 
Pacientes con estenosis aórtica grave sintomática 
Pacientes con estenosis aórtica grave a los que se va a realizar una intervención quirúrgica 
de pontaje aorto-coronario, en la aorta ascendente, o en otra válvula cardiaca 
Pacientes con estenosis aórtica grave asintomáticos que presentan disfunción sistólica del 
ventrículo izquierdo (<50%) sin que exista otra causa 
Pacientes con estenosis aórtica grave asintomáticos que presenten síntomas durante la 
prueba de esfuerzo 
Pacientes con estenosis aórtica grave asintomáticos que presenten una respuesta tensional 
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alterada durante la prueba de esfuerzo. 
Pacientes con estenosis aórtica moderada a los que se va a realizar una intervención 
quirúrgica de pontaje aorto-coronario, en la aorta ascendente, o en otra válvula cardiaca 
Pacientes con estenosis aórtica grave asintomáticos con calcificación moderada-grave, y 
una velocidad de progresión de la velocidad máxima aórtica ≥0.3 cm/s al año 
Estenosis aórtica sintomática, con gradiente bajo (<40 mmHg) y disfunción sistólica de 
ventrículo izquierdo con reserva contráctil 
Pacientes con estenosis aórtica grave asintomáticos y con arritmias ventriculares complejas 
durante la prueba de esfuerzo  
Pacientes con estenosis aórtica grave asintomáticos que presentan un hipertrofia ventricular 
grave (septo interventricular ≥15mm) sin que exista otra causa  
Estenosis aórtica con gradiente bajo (<40 mmHg) y disfunción sistólica de ventrículo 
izquierdo sin reserva contráctil 
 
 
Pacientes con insuficiencia aórtica en los que estaba indicada la sustitución de 
la válvula enferma por una prótesis 44 (Tabla 6). 
 
 
 
 
 
Tabla 6.- Indicaciones de sustitución valvular aórtica en insuficiencia aórtica según la 
Sociedad Europea de Cardiología 
Insuficiencia aórtica grave  
Pacientes sintomáticos: angina, disnea, clase funcional II,III, IV de la HYHA 
Pacientes asintomáticos con disfunción sistólica del ventrículo izquierdo en reposo (≤50%) sin 
que exista otra causa  
Pacientes a los que se va a realizar una intervención quirúrgica de pontaje aortocoronario, en 
la aorta ascendente o en otra válvula 
Pacientes asintomáticos con una función sistólica de ventrículo izquierdo conservada en 
reposo (>50%), con una dilatación del ventrículo izquierdo grave: 
Diámetro telediastólico >70 mm, o 
Diámetro telesistólico >50 mm (o >25mm/m2 SC) 
Independencia de la gravedad de la insuficiencia aórtica 
Pacientes con un diámetro de la raíz aórtica máximo 
≥ 45 mm para pacientes con Síndrome de Marfan 
≥ 50 mm para pacientes con válvula aórtica bicúspide 
≥ 55 mm para el resto de pacientes 
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Pacientes en los que se encontraba indicado la realización de un trasplante 
cardíaco 169 (Tabla 7). 
 
Tabla 7.- Recomendaciones para el trasplante cardiaco 
Indicaciones de trasplante cardiaco según la Sociedad Europea de Cardiología 
Pacientes en el estadio final de insuficiencia cardiaca, con una sintomatología grave, un 
pronóstico pobre y que no presenten otras alternativas de tratamiento, ni una comorbilidad 
importante.  
El paciente debe estar bien informado, motivado, emocionalmente estable, y ser capaz de se 
cumplidor con el tratamiento médico  
Contraindicaciones de trasplante cardiaco según la Sociedad Europea de Cardiología 
Consumo actual de alcohol y / o drogas; la falta de adecuada cooperación; enfermedad 
mental grave que no se contrala adecuadamente; pacientes con cáncer en remisión, con un 
seguimiento de 5 años; enfermedad sistémica con afectación multiorgánica; infección activa; 
insuficiencia renal significativa (aclaramiento de creatinina de 50 mL/min); elevada 
resistencia vascular pulmonar irreversible (6-8 unidades Wood y gradiente transpulmonar 
medio de 15 mmHg); complicaciones recientes tromboembólicas; úlcera péptica activa; 
evidencia de disfunción hepática significativa; otras comorbilidades graves que puedan 
marcar un mal pronóstico.  
 
 
3.3.  Criterios de exclusión 
 
 Edad superior o igual a 85 años en el momento de la intervención quirúrgica. 
 Rechazo por parte del paciente a participar en el estudio al no firmar del 
consentimiento informado. 
 Pacientes que, por su condición clínica, esté indicado la realización de un 
trasplante cardiaco y presenten valvulopatía reumática como causa primaria o 
asociada del trasplante cardiaco.  
 
 
 
 Capítulo 3. Material y Métodos 
 
 48
3.4 Variables evaluadas. 
 
Se detallan a continuación: 
 
3.4.1. Variables demográficas. 
▪ Sexo. 
▪ Edad. 
▪  
3.4.2. Factores de riesgo cardiovascular y otros antecedentes. 
▪ Tabaquismo activo.  
▪ Tabaquismo pasado. 
▪ Hipertensión arterial. 
▪ Dislipemia.  
▪ Diabetes mellitus y tipo de tratamiento. 
▪ Cardiopatía isquémica previa. 
▪ Revascularización coronaria. 
▪ Accidente cerebrovascular agudo. 
▪ Claudicación intermitente. 
▪ Historia familiar de cardiopatía isquémica. 
▪ Historia de hepatopatía. 
▪ Alcoholismo 
▪ Enfermedad obstructiva pulmonar crónica. 
▪ Hiperuricemia. 
 
3.4.3. Variables de tratamiento médico 
Se valoraron los siguientes grupos farmacológicos. 
▪ Antiagregantes plaquetarios y anticoagulantes. 
▪  Bloqueantes. 
▪ Inhibidores del enzima convertidor de angiotensina/ Inhibidores de 
los receptores de la angiotensina II. 
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▪ Calcioantagonistas. 
▪ Estatinas. 
▪ Corticoides-AINEs. 
▪ Diuréticos. 
 
3.4.4 Variables analíticas realizadas antes de la intervención 
quirúrgica 
▪ Creatinina 
▪ Sodio 
▪ Potasio 
▪ Fibrinógeno 
▪ Calcio iónico 
▪ Hemoglobina 
▪ Hematocrito 
▪ Leucocitos 
▪ Plaquetas 
▪ Colesterol total 
▪ Colesterol LDL 
▪ Colesterol HDL 
▪ Triglicéridos 
 
3.4.5 Variables ecocardiográficas 
Todos los estudios se realizaron con dos equipos de ecocardiografía dotados 
de un transductor de 1,5 a 3 MHz (Vivid 3; General Electric; HDI 5000; ATL). El 
estudio se realizó con el paciente en decúbito lateral izquierdo según las indicaciones 
de la Sociedad Americana de Ecocardiografía 170. Se analizaron las siguientes 
variables:  
▪ Fracción de eyección, expresada en porcentaje. se calculó mediante el 
método de Teichholz en modo M, o mediante el método de Simpson. Se consideró 
que la función del ventrículo izquierdo (FEVI) se encontraba alterada cuando la 
fracción de eyección es inferior a 55%, según las recomendaciones de la Sociedad 
Americana de Ecocardiografía170. 
▪ Velocidad máxima aórtica mediante Doppler continuo medida en 
metros por segundo; m/sg. 
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▪ El gradiente transvalvular aórtico máximo y medio, medidos en 
milímetros de mercurio, mm Hg. 
▪ Área valvular aórtica media en centrímetros al cuadrado; cm2; o 
índice del area valvular aórtica medido en centímetro por metro al cuadrado;  
cm/m2,. 
▪ Diámetro del tracto de salido del ventrículo izquierdo medido en 
milímetros; mm.  
 
3.4.6 Variables angiográficas 
Los estudios angiográficos se realizaron en dos salas de hemodinámica 
estándares (Siemens COROSKOP TOP). 
En el estudio angiográfico se analizó la severidad de la lesiones angiográficas, 
así como su extensión y características. Se consideró una lesión significativa cuando 
la estenosis es superior al 50% de la luz de la arteria. 
 
3.5 Definiciones. 
 
Estenosis aórtica grave 
Se utilizaron las recomendaciones para la evaluación ecocardiográfica de la 
estenosis valvular en la práctica clínica de la Sociedad Americana de Ecocardiografía 
171 (Tabla 8). 
Tabla 8.- Medidas de gravedad de la estenosis aórtica obtenidos por ecocardiografía Doppler según 
la American Society of Echocardiography 
 Punto de corte Unidad 
Velocidad máxima del jet de la válvula 
aórtica 
4.0 m/s 
Gradiente  medio de la válvula aórticaI 40 mmHg 
Área valvular aórtica 1.0 cm2 
Índice del área valvular aórtica 0.6 cm2/m2 
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Insuficiencia aórtica grave 
Se utilizaron las recomendaciones para la evaluación ecocardiográfica de la 
gravedad de la regurgitación de la válvula nativa de la Sociedad Americana de 
ecocardiografía 172 (Tabla 9). 
 
 Tabla 9.- Medidas de gravedad de la insuficiencia aórtica obtenidos por ecocardiografía Doppler 
según la American Society of Echocardiography 
 Punto de corte Unidad 
Tiempo de hemipresión del jet diastólico 
de regurgitación aórtico <200 ms 
Vena contracta >0.6 cm 
Área orificio de regurgitación >0.3 cm2 
Relación anchura del jet diastólico con el 
tracto de salida del ventrículo izquierdo ≥65 % 
Flujo reverso holodiastólico en la aorta 
descendente   
 
Tabaquismo 
▪ Actual: fumador habitual en el último año. 
▪ Exfumador: considerando aquel que ha abandonado el hábito de 
fumar hace más de un año. 
▪ Nunca fumador. 
 
Hipertensión arterial 
La hipertensión arterial fue definida de acuerdo con los siguientes criterios: 
▪ Historia de hipertensión diagnosticada o tratada con medicación, 
dieta y/o ejercicio, 
▪ Cifras de presión arterial sistólica igual o superior a 140 mm Hg o 
diastólica igual o superior a 90 mm Hg en al menos dos determinaciones o, 
▪ Uso de tratamiento antihipertensivo no atribuido a otra patología. 
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Dislipemia 
▪ Historia de dislipemia diagnosticada y/o tratada por un médico, 
▪ Cifras de colesterol total superiores a 200 mg/dl, o colesterol-LDL 
superior o igual a 130 mg/dl, o colesterol-HDL inferior a 40 mg/dl, o  
▪ Utilización de tratamiento hipolipemiante. 
 
Diabetes mellitus 
▪ Historia de diabetes mellitus en cualquier informe médico o anotación 
médica, 
▪ Documentación de glucemia en ayunas superior o igual a 200 mg/dl 
en cualquier situación, o al menos dos determinaciones de glucemia en ayunas 
superiores o iguales a 126 mg/dl, o 
▪ Tratamiento actual con hipoglucemiantes orales y/o insulina. 
 
Antecedentes de cardiopatía isquémica 
▪ Infarto de miocardio. Episodio documentado de infarto de miocardio 
por historia clínica o presencia de onda Q patológica en el electrocardiograma 
previo al ingreso actual, o 
▪ Angina previa. Episodio documentado de angina inestable o angina 
crónica estable constatado en la historia clínica. 
 
Revascularización coronaria 
▪ Intervención coronaria percutáneca (ICP) previa; cualquier 
antecedente constatado de revascularización percutánea mediante angioplastia 
con o sin implantación de stent. 
▪ Cirugía de revascularización coronaria; cualquier antecedente 
constatado de cirugía de revascularización coronaria mediante pontaje 
aortocoronario. 
 
Accidente cerebral vascular 
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Historia de enfermedad cerebrovascular, documentada por cualquiera de los 
siguientes: 
▪ Ictus isquémico o hemorrágico que produjo un déficit neurológico 
confirmado por un examen neurológico estándar con o sin estudio de imagen 
positivo, o un suceso de presunto origen isquémico que no se resolvió en 24 hores, 
pero en el que una prueba de imagen mostró una nueva lesión, o 
▪ Historia de cualquier déficit neurológico focal brusco de origen 
presumiblemente isquémico determinado por un examen neurológico estándar 
que se resolvió completamente en 24 horas, con un estudio de imagen cerebral 
que no mostró una nueva lesión (accidente isquémico transitorio). 
 
Enfermedad vascular periférica 
Historia de enfermedad vascular periférica, con los siguientes antecedentes: 
▪ Claudicación intermitente con el ejercicio o en reposo, 
▪ Amputación por insuficiencia vascular arterial, 
▪ Reconstrucción vascular, cirugía de derivación arterial o intervención 
percutánea en las extremidades, o 
▪ Aneurisma aórtico documentado. 
 
Historia familiar de cardiopatía isquémica 
Antecedentes en cualquier familiar directo (padres, abuelos, hermanos o 
hijos) que haya presentado cualquiera de los eventos abajo indicados, en varones de 
edad inferior a 55 años o en mujeres de menos de 65 años: 
▪ Angina. 
▪ Infarto de miocardio. 
 
Hepatopatía 
▪ Historia de hepatitis vírica de cualquier tipo en cualquier informe 
médico o anotación médica, 
▪ Documentación de niveles de transaminasas superior al doble del 
valor de referencia del laboratorio (generalmente 30-40 U/L)  
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Etilismo 
▪ Consumo de alcohol superior o igual a 80 g/día. 
 
Enfermedad pulmonar obstructiva crónica 
▪ Enfermedad pulmonar obstructiva crónica, bronquitis crónica, 
enfisema previamente diagnosticados con constancia en informes médicos, 
▪ Tratamiento concomitante crónico con terapia farmacológica inhalada 
y/u oral (agonista beta-adrenérgico, agente antiinflamatorio, antagonista del 
receptor de leucotrienos o esteroides), o 
▪ Espirometría con patrón obstructivo en grado moderado o grave. 
 
Hiperuricemia 
▪ Historia de hiperuricemia diagnosticada y/o tratada por un médico, 
▪ Cifras de ácido úrico total superiores a 7.0 mg/dl, , o 
▪ Utilización de tratamiento hipouricemiante. 
 
3.6 Cultivo de las válvulas aórticas. 
 
Una vez la válvula es explantada en el quirófano de cirugía cardiaca, se llevó al 
laboratorio de microbiología donde se divide en dos partes: 
1. Una parte se congeló a -80º con nitrógeno líquido, y se almacenó para 
futuros análisis. 
2. La otra parte se destinó para el cultivo de las nanobacterias. Se utilizó 
el método descrito en la literatura por Kajander el al. 132 explicado a 
continuación. 
  2.1 El fragmento de la válvula se trituró en un mortero de vidrio 
estéril. Posteriormente se decalcificó mediante la adición de ácido clorhídrico 
1 molar (HCl)1 M), y se neutralizó la reacción mediante sosa 1 molar (NaOH 
1M). La solución resultante se filtró a través de poros de 0,22µm de diámetro, 
 Capítulo 3. Material y Métodos 
 
 55
de manera que esta muestra se  puede considerar estéril para los 
microorganismos convencionales. Finalmente se inoculó en medio mínimo 
esencial de Eagle modificado por Dulbeco (DMEM), al que se añadió suero 
fetal bovino irradiado, y se incubó durante 4-6 semanas a 37ºC en una 
atmosfera con 5-10% de CO2. 
  2.2 Una vez transcurridas entre 4 y 6 semanas se procedió a realizar 
una nueva resiembra. Se levantó la película de crecimiento en el frasco de 
Roux mediante perlas de vidrio, y, a continuación, se reinoculó en las mismas 
condiciones descritas previamente. 
  2.3 La conservación a largo plazo de las cepas obtenidas se realizó 
mediante liofilización. Se levantó el crecimiento en dos frascos de Roux 
mediante perlas de vidrio, y, a continuación, se concentraron las 
nanopartículas mediante centrifugación. El sedimento se suspendió en 1 mL 
de DMEM estéril que se congeló y, finalmente, se deshidrató mediante  
liofilización. 
 
3.7 Análisis mediante microscopía electrónica de los 
cultivos de las nanopartículas. 
 
El resultado del cultivo de varios frascos de Roux de la misma válvula se 
recogió para la observación mediante microscopio electrónico (Microscopio JEOL 
JEM-1200 EXII). Para levantar el cultivo se empleó una goma de raspado en cada 
frasco, a continuación se lavó la goma con agua destilada para arrastrar los depósitos, 
se combinaron los diferentes sedimentos, y, finalmente se centrifugó para su 
concentración.  
Para la observación mediante microscopia electrónica de transmisión, se fijó 
el sedimento con glutaraldehido al 2,5%, se realizó el tratamiento postfijación con 
tetróxido de osmio, se deshidrató con acetona y se incluyó en un bloque de resina. A 
continuación se tallaron los bloques, se cortaron en láminas con un grosor de 300 Å, 
y se colocaron en una rejilla de cobre para su visualización. Para la observación con 
microscopía electrónica de barrido, se fijó el sedimento de las nanopartículas con 
glutaraldehido al 2,5%, se deshidrató con acetona y se contrastó con oro. Con el 
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mismo método que acabamos de describir se realiza un microanálisis de 
fluorescencia con rayos X.  
 
3.8 Análisis metabolómico de los cultivos de las 
nanopartículas 
 
Para el análisis posterior de espectroscopia por resonancia magnética (RM) se 
seleccionaron de forma aleatoria seis válvulas aórticas con cultivo positivo del 
conjunto del grupo. Este análisis fue realizado en el laboratorio experimental del 
Hospital Vall d´Hebrón de Barcelona durante la etapa en la que el doctando estuvo 
contratado con una beca Río Hortega en el Servicio de Cardiología de dicho hospital. 
Una vez establecido el cultivo, se realizaron pases posteriores en DMEM sin 
contenido de suero de ternera fetal. Todos los medios de cultivo utilizados tenían una 
antigüedad de al menos cinco pases. Después de una incubación de 6-8 semanas en 
cultivo, se utilizó medio recién preparado para la espectroscopia por RM, y se congeló 
en condiciones estériles para un posterior análisis mediante reacción en cadena de 
polimerasa en tiempo real (RT-PCR). Las válvulas no calcificadas no dieron lugar a 
crecimiento de nanopartículas. Como control, utilizamos medios estériles 
mantenidos en las mismas condiciones y durante el mismo tiempo que los cultivos de 
nanopartículas calcificantes. 
 
3.8.1.  Espectroscopia  
Los medios de los cultivos de nanopartículas se obtuvieron en condiciones 
estériles y se diluyeron en proporción 1:1 en óxido de deuterio (D2O) antes de la 
espectroscopia por RM. 
Se obtuvo el espectro de RM del cultivo en un imán vertical a 400 MHz 
equipado con una sonda de 5 mm conectada a un espectrómetro Bruker Avance 
(Bruker; Madrid, España). Se utilizaron secuencias de pulso y adquisición 
unidimensionales, precedidas de una secuencia 3-9-19 WATERGATE para reducir la 
señal del agua; cada espectro se formó por la acumulación de 64 exámenes y tuvo una 
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duración de aproximadamente 6 min. En algunas muestras se obtuvieron espectros 
bidimensionales de espectroscopia de correlación 1H-1H y de coherencia de cuanto 
único heteronuclear 1H-13C para fines de asignación de los picos. Todos los espectros 
se obtuvieron a 30 ºC. 
 
3.8.2.  Identificación de  patrones 
Para la identificación de patrones, se digitalizaron los espectros de RM 
unidimensional en 1.000 elementos, se eliminó el área que contenía los picos de agua 
residuales de entre 4,25 y 5,25 ppm, y se introdujeron los espectros resultantes en el 
programa informático SIMCA-P (Umetrics; Umea˚, Suecia) según lo descrito con 
anterioridad 173. Se utilizó un análisis de componentes principales (ACP) de la base de 
datos de los espectros, que permitió una reducción del número de variables (picos de 
RM o metabolitos en nuestro caso) en vectores ortogonales, y por tanto 
independientes, según las fuentes de variación n, de tal manera que cada vector 
correspondiera a una fuente de variación en orden descendente. Dado que el ACP es 
un método no supervisado, no comporta introducción de datos por el observador, y 
las muestras se agrupan únicamente en función de las fuentes de variación existentes 
en el conjunto de datos; este es el enfoque carente de sesgo que preferimos para 
detectar cualquier posible cambio de los espectros relacionado con actividad 
metabólica. 
 
3.9 Análisis material genético de los cultivos de las 
nanopartículas 
 
Con objeto de determinar la presencia de bacterias en las nanopartículas, se 
descongeló el medio y se sometió, en condiciones estériles, a una RT-PCR de la 
región hipervariable V4 del gen del 16SrRNA bacteriano. Las regiones V4 (290 pb) se 
amplificaron usando cebadores universales situados en secuencias de la región V4 
con una alta conservación: V4 F (5’-GCC AGC AGC CGC GGT AA-3’) y V4R_ 805_19 
(5’-GAC TAC CAG GGT ATC TAA T-3’). Elegimos estos cebadores de entre diversos 
pares comúnmente mencionados en la literatura, porque se correspondían con la 
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mayoría de las secuencias bacterianas depositadas en el Ribosomal Database Project 
174. Se analizó la válvula cultivada y el medio DMEM descongelado antiguo (control 
negativo) utilizando un método de diseño ciego. Para generar una curva estándar, se 
utilizaron las cantidades calculadas de un plásmido linealizado, en el que se había 
introducido la región V4 de una bacteria de control. Se determinó la concentración 
del plásmido con el empleo de un espectrofotómetro NanoDrop ND-1000 (Nucliber), 
y se calculó el número de copias del plásmido a partir del peso molecular de este. 
Se amplificaron diluciones seriadas del plásmido de entre 102 y 107 para 
poder extrapolar el número de bacterias de cada muestra. Además, se determinaron 
los controles positivos y negativos en paralelo en cada tanda de análisis. Se llevó a 
cabo una amplificación y detección del ADN mediante RT-PCR con el 7500 Fast 
Real-Time PCR System (Applied Biosystems; Foster City, California, Estados Unidos) 
utilizando placas de 96 pocillos de grado óptico. La reacción de PCR se realizó en un 
volumen total de 25 ml utilizando un Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied 
Biosystems) con un contenido de 100 nM de cada uno de los cebadores directos e 
inversos universales. Las condiciones de reacción para la amplificación fueron de 2 
min a 50 ºC, 10 min a 95 ºC y 40 ciclos de 15 s a 95 ºC y 1 min a 60 ºC. Todas las 
muestras se evaluaron por triplicado y se calcularon los valores medios. Se 
obtuvieron curvas de fusión, que se examinaron tras una amplificación para 
determinar la especificidad de la reacción en cadena de la polimerasa. 
 
3.10 Análisis estadístico. 
 
3.10.1.  Estimación del tamaño muestral 
A pesar de que el estudio se realizó de una forma prospectiva, no fue posible 
realizar la estimación del cálculo del tamaño muestral al inicio del trabajo. La 
explicación es sencilla. El diseño del trabajo fue novedoso y original.  Esto es, no 
había ningún dato previo en la literatura sobre la prevalencia del crecimiento de las 
nanopartículas en las válvulas aórticas. De manera que, al no tener una prevalencia 
estimada de la variable considerada,  no se pudo realizar dicho cálculo, ya que es uno 
de los factores necesarios para determinar el tamaño muestral adecuado.  
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3.10.2.  Variables cualitativas y cuantitativas 
Las variables discretas se presentan en forma de valores absolutos (número 
de casos) y en frecuencias teóricas (porcentajes).  Las variables continuas se 
presentan en forma de media y desviación estándar si cumplían condiciones de 
normalidad, o de mediana y rango (percentiles 25 y 75) si no las cumplían. Se verificó 
la distribución normal de las variables cuantitativas con la prueba de Kolmogorov-
Smirnov. 
Además de realizar un análisis descriptivo de cada una de las variables, se 
llevó a cabo un análisis estadístico bivariado entre las distintas variables analizadas. 
Las variables cualitativas se compararon con las pruebas de la chi-cuadrado y exacta 
de Fisher, si las frecuencias esperadas eran inferiores a 5. Las variables cuantitativas 
se compararon con la prueba de la T de Student o su equivalente en pruebas no 
paramétricas, la U de Mann Whitney para las variables que no tenían una 
distribución normal.  
 
3.10.3.  Análisis multivariante 
Las variables predictivas que en el estudio univariante presentaron una 
p<0.05 se incluyeron en el análisis multivariante. Se realizó mediante el análisis de 
regresión logística binaria con el criterio de paso a paso hacía atrás. No se utilizaron 
más de una variable por cada 10 eventos para evitar saturación. En el modelo final se 
calculó la odds ratios (OR) ajustada de todas las variables incluidas, y los intervalos 
de confianza se estimaron del 95%. Para evaluar la bondad de ajuste del modelo se 
realizó la prueba de Homer-Lemershow. 
 
El tratamiento estadístico de los datos se ha realizado mediante el programa 
PASW (versión 17.0.2, Chicago, Illinois, Estados Unidos) para Windows. Se 
consideraron estadísticamente significativas las diferencias en las que había un valor 
de p nominal bilateral sin ajustar <0,05.  
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Capítulo 4  
 
Resultados 
 
A continuación se presentan los resultados de esta tesis doctoral siguiendo el 
orden que se detalla: 
 
1. Población del estudio. 
2. Resultados globales descriptivos. 
3. Cultivo válvula aórtica. 
4. Análisis diferencial entre los distintos grupos. 
5. Factores predictores de valvulopatía aórtica degenerativa. 
6. Factores predictores de crecimiento de nanopartículas en las válvulas 
aórticas degenerativas.  
7. Análisis metabolómico del medio de cultivo de válvulas con crecimiento vs 
medio DMEM. 
8. Análisis genético del medio de cultivo de válvulas con crecimiento de 
nanopartículas. 
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4.1. Población del estudio 
 
Se incluyeron en el trabajo 115 pacientes que cumplían los criterios de inclusión. 
A continuación los pacientes se dividieron en 4 grupos de estudio, según la patología 
de base: grupo 1, estenosis aórtica severa aislada; grupo 2, doble lesión aórtica, con 
estenosis severa; grupo 3, insuficiencia aortica severa aislada; y grupo 4, trasplante 
cardiaco (Figura 3).  
En todos los pacientes se recogieron los datos basales planificados al inicio del 
estudio.  
 
GRUPO TOTAL: Pacientes intervenidos quirúrgicamente en el Hospital 
Clínico Universitario de Valladolid 
   
        
 
 
 
    
    
    
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Anamnesis 
 Variables demográficas 
 Factores de riesgo 
cardiovascular 
 Tratamiento médico 
 Exploración física 
 Pruebas complementarias 
 Analítica 
 Ecocardiograma 
 Coronariografía 
 
 Cultivo Válvula Aór tica 
  
Grupo 1 
n= 60 Válvulas 
n=115 Pacientes 
Grupo 4 
N=8 Válvulas 
Grupo 2
N=34 Válvulas 
Grupo 3
N=13 Válvulas 
Estenosis Aórtica Doble Lesión Aórtica Insuficiencia Aórtica Trasplante Cardiaco
Cr iter ios de inclusión 
 
 Estenosis Aórtica Severa pura 
 Doble Lesión Aórtica  
 Insuficiencia Aórtica Severa pura 
 Trasplante cardiaco sin valvulopatía 
 
 
Figura 3.- Grupo de pacientes . 
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4.2 Resultados globales descriptivos 
 
4.2.1. Variables demográficas y clínicas 
 
Las características demográficas de los pacientes, sus factores de riesgo 
cardiovascular, así como los antecedentes patológicos más frecuentes se describen en 
la Tabla 10. La edad media en el grupo global fue de 70 años. Se trataba en su 
mayoría de pacientes varones (65%). El antecedente personal más frecuente fue la 
hipertensión arterial (57%), seguido de la dislipemia (42%). La prevalencia de 
diabetes mellitus fue de un 24%, mientras que los pacientes con antecedentes de 
tabaquismo actual o en el pasado constituían solamente un 10%.  
De forma similar se describen los datos demográficos en los diferentes grupos. La 
edad media en los grupos 1 y 2 fue mayor (72 y 71 años, respectivamente), respecto a 
los grupos 3 y 4 (61 y 62 años respectivamente). El factor de riesgo cardiovascular 
más frecuente en los tres primeros grupos fue la hipertensión arterial (60% en el 
grupo 1, 53% en el grupo 2, y 62% en el grupo 3), mientras que el tabaquismo, la 
hipertensión arterial, y la dislipemia fueron los más frecuentes en el grupo 4. La 
mitad de los pacientes del grupo 1 y 4 tenían dislipemia. Cabe destacar que el 
antecedente de cardiopatía isquémica fue frecuente (50%) en el grupo 4. El resto de 
factores de riesgo cardiovascular, y antecedentes patológicos en los diferentes grupos 
fue relativamente bajo.  
 
Tabla 10. Parámetros demográficos y clínicos en el conjunto de la muestra 
 
Variable Grupo total (n=115) 
Grupo 1 
(n=60) 
Grupo 2 
(n=34) 
Grupo 3 
(n=13) 
Grupo 4 
(n=8) 
Variables demográficas     
  Sexo  varón 75 (65%) 35 (58%) 20 (59%) 12 (92%) 8 (100%) 
  Edad, años 70±9 72±7 71±9 61±13 62±5 
Exploración física     
Presión arterial sistólica, mmHg 130±16 128±17 133±15 132±18 107±14 
Presión arterial diastólica, mmHg 65±11 65±12 65±9 66±13 64±5 
Factores de riesgo cardiovascular     
  Antecedentes de tabaquismo 11 (10%) 2 (3%) 1 (3%) 4 (31%) 4 (50%) 
  Hipertensión arterial 66 (57%) 36 (60%) 18 (53%) 8 (62%) 4 (50%) 
  Dislipemia 48 (42%) 30 (50%) 12 (35%) 2 (15%) 4 (50%) 
  Diabetes mellitus 
    Tratamiento dieta 
    Antidiabeticos orales 
    Tratamiento con insulina 
28 (24%) 
4 (14%) 
15 (54%) 
9 (32%) 
16 (27%) 
2 (13%) 
8 (50%) 
6 (38%) 
7 (21%) 
1 (14%) 
4 (57%) 
2 (29%) 
2 (15%) 
1 (50%) 
1 (50%) 
0 (0%) 
3 (37.5) 
0 (0%) 
2 (67%) 
1 (33%) 
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Comorbilidad     
  Antecedentes de CI 22 (19%) 13 (22%) 4 (12%) 1 (8%) 4 (50%) 
  Revascularización coronaria 13 (11%) 9 (15%) 2 (6%) 1 (8%) 4 (50%) 
  Antecedentes familiares de CI 1 (1%) 1 (2%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 
  Enfermedad vascular periférica 13 (11%) 6 (10%) 6 (18%) 0 (0%) 1 (13%) 
  Accidente cerebrovascular agudo 9 (8,5%) 4 (7%) 3 (9%) 2 (15%) 0 (0%) 
  Hepatopatía 5 (4%) 3 (5%) 1 (3%) 0 (0%) 1 (13%) 
Enolismo 5 (4%) 3 (5%) 2 (6%) 0 (0%) 0 (0%) 
EPOC 9 (8%) 8 (13%) 1 (3%) 0 (0%) 0 (0%) 
Hiperuricemia 9 (8%) 7 (12%) 2 (6%) 0 (0%) 0 (0%) 
 
EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva crónica. 
CI: Cardiopatía isquémica. 
 
 
4.2.2. Variables de tratamiento médico 
 
En la Tabla 11 se recoge el porcentaje de pacientes que en el momento de la 
intervención quirúrgica recibía algún tratamiento farmacológico, tanto en el grupo 
global, como en cada uno de los grupos diferentes de pacientes. Destacó en el grupo 
global el empleo de diuréticos en un 43% de pacientes, y que, aproximadamente, un 
tercio de pacientes se encontraba en tratamiento con estatinas (37%), y con 
antiagregantes (35%). En el grupo 1 el fármaco más utilizado fueron los 
antiagregantes (45%). Tanto en el grupo 1, como en el grupo 2, los grupos 
farmacológicos más frecuentes fueron las estatinas (42% y 35%, respectivamente) y 
los diuréticos (33% y 47%, respetivamente); en el grupo 3 fueron los diuréticos 
(62%), los anticoagulantes (54%), y los IECAs (39%); mientras que en el grupo 4 los 
fármacos más empleados fueron los ß bloqueantes (63%) y diuréticos (63%), los 
IECAs (50%), y las estatinas (50%).  
 
Tabla 11. Datos del tratamiento de los pacientes en el momento de ingreso 
 
Variable Grupo total (n=115) 
Grupo 1 
(n=60) 
Grupo 2 
(n=34) 
Grupo 3 
(n=13) 
Grupo 4 
(n=8) 
Tratamiento médico     
Antiagregante 40 (35%) 27 (45%) 9 (27%) 1 (8%) 3 (38%) 
Anticoagulante 29 (25%) 10 (17%) 11 (32%) 7 (54%) 1 (13%) 
B Bloqueante 36 (31%) 17 (28%) 10 (29%) 4 (31%) 5 (63%) 
Ca Antagonista 17 (15%) 12 (20%) 2 (6%) 2 (15%) 1 (13%) 
IECA 25 (22%) 9 (15%) 7 (21%) 5 (39%) 4 (50%) 
Estatinas 42 (37%) 25 (42%) 12 (35%) 1 (8%) 4 (50%) 
AINES 6 (5%) 2 (3%) 4 (12%) 0 (0%) 0 (0%) 
Corticoides 2 (2%) 2 (3%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 
Diuréticos 49 (43%) 20 (33%) 16 (47%) 8 (62%) 5 (63%) 
ARA II 10 (9%) 5 (13%) 4 (12%) 1 (8%) 0 (0%) 
 
IECA: Inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina. 
AINES: Antiinflamatorios no esteroideos. 
ARA II: Antagonista de los receptores de la angiotensina II. 
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4.2.3. Variables analíticas 
 
Los datos analíticos en el momento de ingreso se reflejan en la Tabla 12, con 
cifras normales de creatinina, perfil lipídico, y calcio, tanto en el grupo global, así 
como en cada uno de los diferentes grupos de pacientes. La mediana de leucocitos en 
sangre fue normal en el grupo global (6440/mm3) y en los tres primeros grupos 
(6290/mm3, 6530/mm3, 6610/mm3; respectivamente). En cambio, la mediana de 
leucocitos en el grupo 4 se encontraba en el límite superior del valor normal 
(9850/mm3). Los valores de fibrinógeno se encontraron dentro de los límites 
normales en todos los grupos.  
 
Tabla 12. Valores analíticos en el conjunto de la muestra en el momento del ingreso 
 
Variable Grupo total  (n=115) 
Grupo 1  
(n=60) 
Grupo 2  
(n=34) 
Grupo 3  
(n=13) 
Grupo 4  
(n=8) 
Datos analíticos     
Creatinina plasmática, mg/dl 0.9 (0.8-1.1) 0.9 (0.7-1.1) 0.9 (0.8-1.13) 1.0 (0.83-1.33) 1.0 (0.83-1.26) 
Colesterol total, mg/dl 182±38 188±40 179±37 172±30 152±37 
Colesterol HDL, mg/dl 51±13 51±11 53±18 42±10 56±4 
Colesterol LDL, mg/dl 104±29 103±28 108±33 98±29 103±11 
Triglicéridos, mg/dl 113±57 126±66 101±40 96±39 68±4 
Calcio, mg/dl 9.7 (9.2-9.9) 9.7 (9.2-9.9) 9.8 (9.4-9.9) 9.7 (9.1-10) 8.8 (8.2-9.8) 
Número de leucocitos, /mm3 6440 (5360-7585) 6290 (5340-7310) 6530 (5748-7555) 6610 (4673-7800) 9850 (6365-15975) 
Fibrinógeno, mg/dl 298±121 302±110 277±99 324±166 321±203 
 
 
4.2.4. Variables ecocardiográficas y angiográficas 
 
La mediana de la fracción de eyección de la muestra fue del 60 %. La media del 
gradiente aórtico máximo fue de 75 mmHg, y la mediana del área valvular en el grupo 
global fue de 0,8 cm2. Encontramos valores similares de fracción eyección y gradiente 
aórtico máximo tanto en el grupo 1 (60% y 77 mmHg), como en el grupo 2 (60% y 77 
mmHg). En cambio, la mediana de la fracción de eyección en el grupo 3 resultó 
ligeramente inferior (51 %), y se encontró francamente reducida en el grupo 4 (28%). 
El gradiente aórtico máximo resultó normal en el grupo 3 (33 mmHg) (Tabla 13). 
Se realizó una coronariografía preoperatoria a todos los pacientes. El 42% de los 
pacientes presentaron lesiones significativas/graves en dicho estudio. En los grupos 4 
(75%) y 1 (47%) se encontraron porcentajes superiores de lesiones coronarias 
significativas/graves. Se realizó una ventriculografía para cuantificar la fracción de 
 Capítulo 4. Resultados 
 
 66
eyección del ventrículo izquierdo en 44 pacientes (38%). La fracción de eyección 
cuantificada por ventriculografía mostró resultados similares a los obtenidos 
mediante ecocardiografía (Tabla 13).  
 
 
Tabla 13. Variables ecocardiográficas y angiográficas en el conjunto de la muestra 
 
Variable Grupo total (n=115) 
Grupo 1 
(n=60) 
Grupo 2 
(n=34) 
Grupo 3 
(n=13) 
Grupo 4 
(n=8) 
Variables ecocardiográficas     
FEVI, % 60 (52-63) 60 (57-64) 60 (57-62) 51 (41-62) 28 (24-30) 
Gradiente máximo, mmHg 75±15 77±20 77±22 33±16 _ 
Gradiente medio, mmHg 46±15 48±12 44±18 24±10 _ 
Área valvular aórtica, cm2 0.8 (0.6-0.9) 0.78 (0.6-0.9) 0.7 (0.6-0.9)   
Variables coronariografía     
Lesión coronaria significativa 48 (42%) 27 (47%) 12 (35%) 3 (23%) 6 (75%) 
FEVI, % 53±12 56±9 58±9 45±14 29±2 
 
FEVI: Fracción de eyección del ventrículo izquierdo. 
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4.3. Cultivo de las válvulas aórticas 
 
4.3.1 Resultado positivo del cultivo  
 
El cultivo se consideró positivo cuando, después de 6-8 semanas de incubación, 
aparecía un pequeño precipitado blanquecino que se encontraba firmemente 
adherido a la parte inferior de los frascos de los cultivos, y presentaba una 
granulación fina en su superficie (Figura 4).  
 
 
Figura 4: El frasco de cultivo positivo (B) muestra una película blanquecina firmemente adherida a la pared 
del frasco, y su ausencia en los frascos de cultivo negativo (A). 
 
 
El cultivo fue positivo en 56 pacientes (49%) del grupo global. Por grupos, el 
cultivo fue positivo en 29 pacientes (48%) del grupo de la estenosis aórtica grave 
pura; en 23 pacientes (68%) del grupo de pacientes con doble lesión aórtica; en 4 
pacientes (31%) del grupo de pacientes con insuficiencia aórtica grave pura; y en 0 
pacientes (0%) del grupo de trasplante cardíaco (Tabla 14).  
 
 
 
B A 
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Tabla 14. Resultado del cultivo de las válvulas aórticas en el conjunto de la muestra 
 
Variable Grupo total (n=115) 
Grupo 1 
(n=60) 
Grupo 2 
(n=34) 
Grupo 3 
(n=13) 
Grupo 4 
(n=8) 
Cultivo de las válvulas aórticas     
Cultivo positivo, % 56 (49%) 29 (48%) 23 (68%) 4 (31%) 0 (0%) 
 
 
 
 
4.3.2. Análisis mediante microscopia electrónica del cultivo de las 
nanopartículas 
 
4.3.2.1. Microscopía electrónica de barrido 
 
La visualización del precipitado blanquecino de los cultivos positivos mediante 
microscopía electrónica de barrido nos mostró unas partículas esferoidales, de un 
tamaño aproximado entre 0.2-0.5 µm, rodeadas de una capsula granulosa y 
agrupadas entre sí, formando pequeños racimos (Figura 5). 
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Figura 5: El  microscopio de barrido identificó unas partículas esferoidales calcificadas de un tamaño aproximado 
de 0.2 µm, rodeadas de  una capsula granulosa y agrupadas entre si. 
 
 
4.3.2.2. Microscopía electrónica de transmisión 
 
Al observar los cultivos positivos mediante microscopía electrónica de 
transmisión nos encontramos con unas partículas pleomórficas, donde pudimos 
identificar la cápsula granulosa previamente descrita en el apartado anterior. En el 
interior de la capsula visualizamos otra estructura ovoide, rodeada de una especie de 
membrana, que muchos autores han descrito como un citoplasma con su membrana 
132 (Figura 6).  
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Figura 6: El microscopio electrónico de transmisión muestra unas partículas pleomórficas, con un tamaño medio 
de 0.2-0.5 µm, y rodeadas de una capsula. 
 
 
4.3.2.3. Análisis por fluorescencia de rayos X 
 
El análisis  de dichas nanopartículas mediante fluorescencia de rayos X nos indicó 
que el calcio y el fósforo eran los principales componentes de su capsula. Es 
importante destacar que ambos elementos químicos son los componentes principales 
que forman los cristales de hidroxiapatito cálcico (Ca10(PO4)6(OH)2), que es el 
principal depósito de calcio y fósforo en el cuerpo humano (Figura 7). 
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Figura 7: El análisis de fluorescencia de rayos X de las nanopartículas mostró unos picos de calcio y fósforo, que 
son los principales componentes básicos del hidroxiapatito cálcico. 
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4.4. Análisis diferencial entre los distintos grupos 
 
4.4.1. Análisis univariado 
 
En las Tablas 15 a 18 se muestran los resultados del análisis univariado en el 
conjunto de la muestra.  
Cuando se compararon los diferentes grupos entre sí, dentro de las variables 
demográficas y clínicas observamos que había diferencias en relación con la edad de 
los pacientes (p<0.001), el sexo masculino (p=0.016), el antecedente de tabaquismo 
(p<0.001) y el antecedente de revascularización coronaria (p=0.012) (Tabla 15). 
Tabla 15. Comparación de los parámetros demográficos y clínicos en el conjunto de la muestra 
 
Variable Grupo 1 (n=60) 
Grupo 2 
(n=34) 
Grupo 3 
(n=13) 
Grupo 4 
(n=8) p 
Variables demográficas     
  Sexo 
     
    Varón 35 (58%) 20 (59%) 12 (92%) 8 (100%) 0.016 
  Edad, años 72±7 71±9 61±13 62±5 <0.001 
Exploración física     
Presión arterial sistólica, mmHg 128±17 133±15 132±18 107±14 0.551 
Presión arterial diastólica, mmHg 65±12 65±9 66±13 64±5 0.961 
Factores de riesgo cardiovascular     
  Antecedentes de tabaquismo 2 (3%) 1 (3%) 4 (31%) 4 (50%) <0.001 
  Hipertensión arterial 36 (60%) 18 (53%) 8 (62%) 4 (50%) 0.870 
  Dislipemia 30 (50%) 12 (35%) 2 (15%) 4 (50%) 0.102 
  Diabetes mellitus 16 (27%) 7 (21%) 2 (15%) 3 (38%) 0.625 
Comorbilidad     
  Antecedentes de CI 13 (22%) 4 (12%) 1 (8%) 4 (50%) 0.058 
  Revascularización coronaria 9 (15%) 2 (6%) 1 (8%) 4 (50%) 0.012 
  Antecedentes familiares de CI 1 (2%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0.816 
  Enfermedad vascular periférica 6 (10%) 6 (18%) 0 (0%) 1 (13%) 0.371 
  Accidente cerebrovascular agudo 4 (7%) 3 (9%) 2 (15%) 0 (0%) 0.600 
  Hepatopatía 3 (5%) 1 (3%) 0 (0%) 1 (13%) 0.554 
  Enolismo 3 (5%) 2 (6%) 0 (0%) 0 (0%) 0.751 
  EPOC 8 (13%) 1 (3%) 0 (0%) 0 (0%) 0.143 
  Hiperuricemia 7 (12%) 2 (6%) 0 (0%) 0 (0%) 0.364 
 
EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva crónica. 
CI: Cardiopatía isquémica. 
 
Respecto al tratamiento farmacológico en el momento del ingreso observamos 
que hay diferencias entre los grupos de pacientes respecto al tratamiento con 
antiagregantes (p=0.045) y con anticoagulantes (p=0.022) (Tabla 16).  
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Tabla 16. Comparación del empleo de fármacos en el conjunto de la muestra en el momento de 
ingreso 
 
Variable Grupo 1 (n=60) 
Grupo 2 
(n=34) 
Grupo 3 
(n=13) 
Grupo 4 
(n=8) p 
Tratamiento médico     
Antiagregante 27 (45%) 9 (27%) 1 (8%) 3 (38%) 0.045 
Anticoagulante 10 (17%) 11 (32%) 7 (54%) 1 (13%) 0.022 
B Bloqueante 17 (28%) 10 (29%) 4 (31%) 5 (63%) 0.270 
Ca Antagonista 12 (20%) 2 (6%) 2 (15%) 1 (13%) 0.324 
IECA 9 (15%) 7 (21%) 5 (39%) 4 (50%) 0.057 
Estatinas 25 (42%) 12 (35%) 1 (8%) 4 (50%) 0.112 
AINES 2 (3%) 4 (12%) 0 (0%) 0 (0%) 0.209 
Corticoides 2 (3%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0.601 
Diuréticos 20 (33%) 16 (47%) 8 (62%) 5 (63%) 0.134 
ARA II 5 (13%) 4 (12%) 1 (8%) 0 (0%) 0.755 
 
IECA: Inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina. 
AINES: Antiinflamatorios no esteroideos. 
ARA II: Antagonista de los receptores de la angiotensina II. 
 
Dentro de los parámetros analíticos no encontramos diferencias entre los 
distintos grupos. La fracción de eyección del ventrículo izquierdo, tanto medida con 
método ecocardiográfico (p<0.001), como medida mediante ventriculografía 
(p<0.001), fue diferente en los distintos grupos. También encontramos diferencias en 
los valores del gradiente aórtico máximo (p=0.003) (Tabla 17). 
 
Tabla 17. Comparación de las pruebas complementarias en el conjunto de la muestra en el momento 
del ingreso 
 
Variable Grupo 1 (n=60) 
Grupo 2 
(n=34) 
Grupo 3 
(n=13) 
Grupo 4 
(n=8) p 
Datos analíticos     
Creatinina plasmática, mg/dl 0.9 (0.7-1.1) 0.9 (0.8-1.13) 1.0 (0.83-1.33) 1.0 (0.83-1.26) 0.605 
Colesterol total, mg/dl 188±40 179±37 172±30 152±37 0.223 
Colesterol HDL, mg/dl 51±11 53±18 42±10 56±4 0.467 
Colesterol LDL, mg/dl 103±28 108±33 98±29 103±11 0.921 
Triglicéridos, mg/dl 126±66 101±40 96±39 68±4 0.062 
Calcio, mg/dl 9.7 (9.2-9.9) 9.8 (9.4-9.9) 9.7 (9.1-10) 8.8 (8.2-9.8) 0.539 
Número de leucocitos, /mm3 6290 (5340-7310) 6530 (5748-7555) 6610 (4673-7800) 9850 (6365-15975) 0.063 
Fibrinógeno, mg/dl 302±110 277±99 324±166 321±203 0.629 
Variables ecocardiográficas     
FEVI, % 60 (57-64) 60 (57-62) 51 (41-62) 28 (24-30) <0.001 
Gradiente máximo, mmHg 77±20 77±22 33±16 _ 0.003 
Gradiente medio, mmHg 48±12 44±18 24±10 _ 0.088 
Variables coronariografía     
Lesión coronaria significativa 27 (47%) 12 (35%) 3 (23%) 6 (75%) 0.103 
FEVI, % 56±9 58±9 45±14 29±2 <0.001 
 
PCR: Proteína C Reactiva. 
Pro BNP: Péptido natriurético tipo B  
FEVI: Fracción de eyección del ventrículo izquierdo. 
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Al analizar el crecimiento de las nanopartículas en las válvulas aórticas 
observamos que hay diferencias entre los distintos grupos, con una mayor frecuencia 
de cultivos positivos en los grupos de estenosis aórtica (grupos 1 y 2) respecto a los 
grupos sin estenosis (grupos 2 y 3) (Tabla 18).  
 
Tabla 18. Comparación del resultado del cultivo de las válvulas aórticas en el conjunto de la muestra 
 
Variable Grupo 1 (n=60) 
Grupo 2 
(n=34) 
Grupo 3 
(n=13) 
Grupo 4 
(n=8) p 
Cultivo de las válvulas aórticas     
Cultivo positivo, % 29 (48%) 23 (68%) 4 (31%) 0 (0%) 0.003 
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4.5. Factores predictores de valvulopatía aórtica 
degenerativa 
 
Para intentar determinar qué variables se asociaron con la estenosis aórtica en 
nuestra población de estudio dividimos el total de la muestra en dos grupos: 
pacientes con estenosis aórtica severa en el que hemos incluido a los pacientes del 
grupo 1 y 2; y grupo control, en el que hemos incluido a los pacientes del grupo 3 y 4.  
 
4.5.1. Análisis univariado estenosis aórtica 
 
En las Tablas 19 a 22 se muestran los resultados del análisis univariado del 
grupo de pacientes con estenosis aórtica degenerativa severa.  
Cuando se compararon las variables demográficas y clínicas entre los dos grupos, 
observamos que los pacientes con estenosis aórtica eran mayores (71±7.5 vs 61±11; 
p=0.001), hubo menor proporción de hombres (59% vs 95%; p=0.001), y eran menos 
fumadores (3% vs 38%; p<0.001) (Tabla 19). 
 
Tabla 19. Comparación de los parámetros demográficos y clínicos del grupo de pacientes con 
valvulopatía aórtica unto de la muestra 
 
 Valvulopatía aortica degenerativa 
Variable Si  (n=94) 
No 
(n=21) p 
Variables demográficas   
  Sexo 
   
    Varón 55 (59%) 20 (95%) 0.001 
  Edad, años 71±8 61±11 0.001 
Factores de riesgo cardiovascular   
  Antecedentes de tabaquismo 3 (3%) 8 (38%) <0.001 
  Hipertensión arterial 54 (57%) 12 (57%) 0.980 
  Dislipemia 42 (45%) 6 (29%) 0.176 
  Diabetes mellitus 23 (25%) 5 (24%) 0.949 
Comorbilidad   
  Antecedentes de CI 17 (18%) 5 (24%) 0.767 
  Revascularización coronaria 11 (12%) 5 (24%) 0.137 
  Antecedentes familiares de CI 1 (1%) 0 (0%) 0.816 
  Enfermedad vascular periférica 12 (13%) 1 (5%) 0.267 
  Accidente cerebrovascular agudo 7 (7%) 2 (10%) 0.516 
  Hepatopatía 4 (4%) 1 (5%) 0.646 
  Enolismo 5 (5%) 0 (0%) 0.358 
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  EPOC 9 (10%) 0 (0%) 0.151 
  Hiperuricemia 9 (10%) 0 (0%) 0.151 
 
EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva crónica. 
CI: Cardiopatía isquémica. 
 
En relación con el tratamiento farmacológico en el momento del ingreso 
observamos que los pacientes con estenosis aórtica eran tratados con menor 
frecuencia con IECAs (17% vs 43%; 0.021), y diuréticos (38% vs 62%; p=0.048) 
(Tabla 20). 
 
Tabla 20. Comparación del empleo de fármacos en el conjunto de la muestra en el momento de 
ingreso 
 
 Estenosis aórtica 
Variable Si  (n=94) 
No 
(n=21) p 
Tratamiento médico   
Antiagregante 36 (38%) 4 (19%) 0.094 
Anticoagulante 21 (22%) 8 (38%) 0.133 
B Bloqueante 27 (29%) 9 (43%) 0.207 
Ca Antagonista 14 (15%) 3 (14%) 1.000 
IECA 16 (17%) 9 (43%) 0.021 
Estatinas 37 (39%) 5 (24%) 0.181 
AINES 6 (6%) 0 (0%) 0.289 
Corticoides 2 (2%) 0 (0%) 0.667 
Diuréticos 36 (38%) 13 (62%) 0.048 
ARA II 9 (10%) 1 (5%) 0.421 
 
IECA: Inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina. 
AINES: Antiinflamatorios no esteroideos. 
ARA II: Antagonista de los receptores de la angiotensina II. 
 
Dentro de los parámetros analíticos no encontramos diferencias entre ambos 
grupos de pacientes. La fracción de eyección del ventrículo izquierdo, tanto medida 
con método ecocardiográfico (60 vs 42; p<0.001), como medida mediante 
ventriculografía (57±9 vs 40±14; p<0.001), fue superior en el grupo de estenosis 
aórtica. También encontramos que los gradientes aórticos, tanto máximo (77±21 vs 
33±17; p=0.001), como medio (47±14 vs 24±11; p=0.041) fueron superiores en este 
grupo de pacientes (Tabla 21). 
 
Tabla 21 . Comparación de las pruebas complementarias en el conjunto de la muestra en el momento 
del ingreso 
 
 
 Estenosis aórtica degenerativa 
Variable Si (n=94) 
No 
(n=21) p 
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Datos analíticos   
Creatinina plasmática, mg/dl 0.9 (0.8-1.1) 1.0 (0.83-1.26) 0.203 
Colesterol total, mg/dl 185±39 168±31 0.122 
Colesterol HDL, mg/dl 51±13.5 46±10 0.352 
Colesterol LDL, mg/dl 105±29 100±25 0.686 
Triglicéridos, mg/dl 117±59 90±37 0.106 
Calcio, mg/dl 9.7 (9.2-9.9) 9.6 (8.8-9.8) 0.432 
Número de leucocitos, /mm3 6360 (5345-7390) 6975 (5660-9090) 0.155 
Fibrinógeno, mg/dl 292±106 323±177 0.203 
Variables ecocardiográficas   
FEVI, % 60 (57-64) 42 (30-59) <0.001 
Gradiente máximo, mmHg 77±21 33±17 0.001 
Gradiente medio, mmHg 47±14 24±11 0.041 
Variables coronariografía   
Lesión coronaria significativa 39 (43%) 9 (45%) 0.861 
FEVI, % 57±9 40±14 <0.001 
 
PCR: Proteína C Reactiva. 
Pro BNP: Péptido natriurético tipo B  
FEVI: Fracción de eyección del ventrículo izquierdo. 
 
 
Hubo un mayor crecimiento de nanopartículas en los cultivos de las válvulas 
aórticas de los pacientes con estenosis aórtica, respecto a los cultivos de las válvulas 
del grupo sin valvulopatía aórtica degenerativa (55% vs 19%; p=0.002). (Tabla 22).  
 
Tabla 22. Comparación del resultado del cultivo de las válvulas aórticas en el grupo de pacientes con 
valvulopatía aórtica degenerativa con el resto de los pacientes 
 
 
 Estenosis aórtica 
Variable Si  (n=94) 
No 
(n=21) p 
Cultivo de las válvulas aórticas   
Cultivo positivo, % 52 (55%) 4 (19%) 0.003 
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4.5.2. Análisis multivariado de la estenosis aórtica 
 
Se introdujeron en el modelo de regresión logística las variables que, en el análisis 
univariado tenían significación estadística, y no se encontraban correlacionadas entre 
sí. Además, se incorporó a este análisis la variable antecedente personal de 
dislipemia, por considerarse de interés clínico. Permanecieron en el modelo final la 
presencia de cultivo aórtico positivo, edad> 65 años  y la ausencia de 
tratamiento con IECA (Tabla 23). De este modo, la presencia de las 
nanopartículas, tener una edad superior a los 65 años, y no estar en tratamiento con 
IECA se asocian de forma independiente, en nuestra muestra, con la presencia de 
estenosis aórtica severa degenerativa. 
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Tabla 23. Variables que permanecen en el modelo de análisis multivariado en la valvulopatía aórtica 
degenerativa 
 
Variable RR IC95% P 
Cultivo aórtico positivo 3.939 1.170-13.263 0.027 
Edad >65 años 3.418 1.143-10.224 0.028 
Antecedente de dislipemia 2.026 0.627-6.547 0.238 
Tratamiento con diuréticos 0.388 0.119-1.268 0.117 
Tratamiento con IECAs 0.242 0.077-0.760 0.015 
 
IECA: Inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina 
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4.6 Factores predictores de crecimiento de 
nanopartículas en la estenosis aórtica degenerativa 
 
4.6.1. Análisis univariado  
 
Finalmente realizamos, dentro del grupo de pacientes con estenosis aórtica 
degenerativa, el análisis univariado del grupo de pacientes con cultivo aórtico 
positivo, para determinar qué factores eran predictores del crecimiento de las 
nanopartículas en las válvulas (Tablas 24 a 26). 
Cuando se compararon las variables demográficas y clínicas entre los dos grupos, 
observamos que los pacientes con cultivo aórtico positivo eran con mayor proporción 
hombres (69% vs 45%; p=0.019), y hubo un mayor porcentaje de enolismo como 
antecedente personal (10% vs 0%; p=0.047) (Tabla 24). 
 
Tabla 24. Comparación de los parámetros demográficos y clínicos en relación con el cultivo aórtico 
 
 Cultivo aórtico positivo 
Variable Si  (n=52) 
No 
(n=42) P 
Variables demográficas   
  Sexo 
   
    Varón 36 (69%) 19 (45%) 0.019 
  Edad, años 71±8 72±7 0.423 
Factores de riesgo cardiovascular   
  Antecedentes de tabaquismo 2 (4%) 1 (2%) 0.580 
  Hipertensión arterial 27 (52%) 27 (64%) 0.228 
  Dislipemia 21 (40%) 21 (50%) 0.351 
  Diabetes mellitus 10 (19%) 13 (31%) 0.189 
Comorbilidad   
  Antecedentes de CI 9 (17%) 8 (19%) 0.828 
  Revascularización coronaria 6 (12%) 5 (12%) 1.000 
  Antecedentes familiares de CI 1 (2%) 0 (0%) 0.548 
  Enfermedad vascular periférica 7 (14%) 5 (12%) 0.822 
  Accidente cerebrovascular agudo 4 (8%) 3 (7%) 1.000 
  Hepatopatía 3 (6%) 1 (2%) 0.403 
  Enolismo 5 (10%) 0 (0%) 0.047 
  EPOC 6 (12%) 3 (7%) 0.713 
  Hiperuricemia 6 (12%) 3 (7%) 0.713 
 
EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva crónica. 
CI: Cardiopatía isquémica. 
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No observamos diferencias en la frecuencia de los fármacos empleados en los 
pacientes con cultivo aórtico positivo en comparación con el tratamiento de los 
pacientes con cultivos negativos (Tabla 25). 
 
Tabla 25. Comparación del empleo de fármacos en relación con el resultado del cultivo de la válvula 
aórtica en el momento de ingreso 
 
Cultivo aórtico positivo 
Variable Si (n=52) 
No 
(n=42) p 
Tratamiento médico   
Antiagregante 20 (38.5%) 16 (38%) 0.971 
Anticoagulante 14 (27%) 7 (17%) 0.235 
B Bloqueante 17 (33%) 10 (24%) 0.344 
Ca Antagonista 8 (15%) 6 (14%) 0.882 
IECA 8 (15%) 8 (19%) 0.638 
Estatinas 18 (35%) 19 (45%) 0.295 
AINES 4 (8%) 2 (5%) 0.445 
Corticoides 2 (4%) 0 (0%) 0.303 
Diuréticos 22 (42%) 14 (33%) 0.374 
ARA II 4 (8%) 5 (12%) 0.736 
 
IECA: Inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina. 
AINES: Antiinflamatorios no esteroideos. 
ARA II: Antagonista de los receptores de la angiotensina II. 
 
 
Dentro de las distintas pruebas complementarias no observamos ninguna 
diferencia en los datos analíticos, así como en el resto de parámetros 
ecocardiográficos y angiográficos (Tabla 26). 
 
 
Tabla 26 . Comparación de las pruebas complementarias en relación con el resultado del cultivo de la 
válvula aórtica en el momento del ingreso 
 
 
 Cultivo aórtico positivo 
Variable Si (n=52) 
No 
(n=42) p 
Datos analíticos   
Creatinina plasmática, mg/dl 0.9 (0.8-1.1) 1.0 (0.8-1.13) 0.763 
Colesterol total, mg/dl 190±35 179±43 0.203 
Colesterol HDL, mg/dl 52±16 51±12 0.832 
Colesterol LDL, mg/dl 112±25 98.5±32 0.141 
Triglicéridos, mg/dl 118±71 115±39 0.796 
Calcio, mg/dl 9.6 (9.2-9.96) 9.7 (9.3-9.9) 0.461 
Número de leucocitos, /mm3 6560 (5370-7500) 6240 (5163-7665) 0.452 
Fibrinógeno, mg/dl 292±110 293±103 0.990 
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Variables ecocardiográficas   
FEVI, % 60 (56-64) 60 (50-62) 0.239 
Gradiente máximo, mmHg 76±19 78±23 0.746 
Gradiente medio, mmHg 46±12 48.5±20 0.623 
Área valvular aórtico, cm2 0.7 (0.6-0.9) 0.8 (0.7-0.9) 0.275 
Variables coronariografía   
Lesión coronaria significativa 23 (45%) 16 (40%) 0.626 
FEVI, % 58±9 56±10 0.476 
 
PCR: Proteína C Reactiva. 
Pro BNP: Péptido natriurético tipo B  
FEVI: Fracción de eyección del ventrículo izquierdo. 
 
 
4.6.2. Análisis multivariado  
 
Finalmente, cuando se introdujeron las variables con significación estadística en 
el análisis univariado, y no correlacionadas entre sí, además del antecedente de 
dislipemia, en el modelo de regresión logística, únicamente permaneció en el modelo 
final la variable sexo masculino (Tabla 27). 
 
Tabla 27. Variables que permanecen en el modelo de análisis multivariado 
 
Variable RR IC95% P 
Sexo masculino 2.648 1.134-6.183 0.024 
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4.7 Análisis metabolómico del medio de cultivo de 
válvulas con crecimiento de nanopartículas vs medio 
DMEM. 
 
Para investigar el posible origen biológico de las nanopartículas se seleccionaron 
de forma aleatoria 6 pacientes de la muestra total con válvulas con crecimiento 
positivo, y se analizaron los perfiles metabólicos de 1H-RM de los medios de cultivo 
de las nanopartículas. 
Las características demográficas, clínicas y ecocardiográficas y los datos 
bioquímicos de la población total, y de los pacientes incluidos en este sub-análisis se 
presentan en la Tabla 28. Todos los datos basales de ambos subgrupos fueron 
similares. Tan sólo se observó una tendencia favorable al sexo masculino (el 65 frente 
al 100%; p = 0,08) en cuanto al grupo de pacientes seleccionados con cultivos 
positivos.  
 
 
Tabla 28. Características del grupo total y de las válvulas seleccionadas con nanopartículas 
calcificantes positivas 
 
Variable Total Válvulas seleccionadas p 
Variables epidemiológicas    
Válvulas (n) 115 6  
Edad (años)  71 (66-76) 75 (69-77) 0.53 
Varones 75 (65) 6 (100) 0.08 
Presión arterial sistólica (mmHg) 130 (±1,7) 129 (±6,6) 0.86 
Presión arterial diastólica (mmHg) 65 (±1,2) 66 (±5,3) 0.83 
Tabaquismo 11 (10) 1 (17) 0.93 
Hipertensión 65 (57) 5 (83) 0.29 
Diabetes 28 (24) 1 (17) 0.54 
Dislipemia 48 (42) 4 (67) 0.39 
Enfermedad coronaria angiográfica 48 (42) 1 (17) 0.20 
Tratamiento médico     
Antiagregantes 40 (35) 2 (33) 0.61 
Anticoagulantes 29 (25%) 1 (17%) 0.41 
Bloqueadores Beta 36 (31) 3 (50) 0.58 
Antagonistas del calcio  17 (15) 0 (0) 0.25 
IECA  25 (22) 0 (0) 0.15 
Estatinas 42 (37) 2 (33) 0.57 
Diuréticos 49 (43) 2 (33) 0.24 
Variables ecocardiográficas    
Gradiente máximo transvalvular (mm Hg)  75 (±2,7) 77 (±8,3) 0.902 
Área valvular aórtica (cm2) 0.79 (±0.04) 0.77 (±0.12) 0.90 
Variables analíticas    
Colesterol total (mg/dL) 182 (±5,6) 188 (±12,8) 0.474 
cHDL (mg/dL) 51 (±1,8) 59 (±7) 0.38 
cLDL (mg/dL) 104 (±4) 97 (±1) 0.74 
Triglicéridos (mg/dL) 113 (±5,7) 106 (±12,2) 0.954 
Creatinina (mg/dL) 0.9 (0.8-1.1) 0.9 (0.8-1.38) 0.69 
Calcio (mg/dL) 9.7 (9.2-9.9) 8.7 (8.2-9.6) 0.39 
Recuento de leucocitos (x109/L) 6.4 (5.4-7.6)  6.9 (6.3-8.4) 0.20 
Fibrinógeno (mg/dL) 298 (±12) 296 (±51) 0.97 
    
 Capítulo 4. Resultados 
 
 84
cHDL: colesterol unido a lipoproteínas de alta densidad; CLDL: colesterol unido a 
proteínas de baja densidad; IECA: inhibidores de la enzima de conversión de la 
angiotensina. 
Las variables discretas se presentan en forma de proporciones, n (%). Las variables 
continuas se presentan en forma de media±error estándar de la media y medianas 
[percentiles 25-75]. 
 
 
Después de 6 semanas en cultivo, se formaron nanopartículas en forma de una 
película adherida a la superficie de plástico, como describimos con anterioridad. Los 
medios de cultivo se mantuvieron claros y no se apreció ningún olor especial, ni 
ninguna otra característica que pudiera asociarse a un crecimiento bacteriano. En la 
figura 8 se muestran los espectros de RM de los medios obtenidos después de 6 
semanas de cultivo de las nanopartículas, los medios de control envejecidos durante 
6 semanas a 37 ºC en una atmósfera con un 5% de CO2, y los medios procedentes de 
un cultivo contaminado. Los espectros de los medios envejecidos y de los cultivos de 
CNP resultaron similares (Figuras 8 A y B), sin que se aprecie ningún 
metabolito/pico específico que permita diferenciarlos. 
En cambio, los espectros de los medios contaminados (Figura 8 C) presentaron 
picos en 1,16 y 1,40 ppm, que se asignaron de forma preliminar a los ácidos 
alfacetoisovalérico y dimetilmalónico, respectivamente, que no se hallaron en los 
otros dos medios. 
Los demás metabolitos identificados fueron compatibles con los presentes en la 
formulación de los medios de cultivo de DMEM. Los picos más grandes de los 
espectros correspondían a la glucosa. Otros metabolitos identificados fueron lactato, 
lisina, glutamina, piruvato y tirosina. Pudimos identificar también la presencia de 
acetato y formiato, compuestos que aparecían en los medios envejecidos, con 
independencia de la presencia de CNP, pero no en los medios recientes. 
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Figura 8: Espectros de 1H-RMN de medios estériles envejecidos (A), medios de cultivo después de 6 
semanas de crecimiento de CNP (B) y medios contaminados (C). La asignación preliminar de los 
picos, basada en la desviación química solamente, es la siguiente: 1, isoleucina; 2 y 3, valina; 4, ácido 
alfacetoisovalérico; 5, lactato; 6, ácido dimetilmalónico; 7, alanina; 8, acetato; 9 
glutamato/glutamina; 10, glutamato; 11, glucosa. 
 
 
 
Con objeto de investigar si había diferencias poco manifiestas entre los medios de 
control y de CNP, utilizamos en método de análisis de componentes principales 
(ACP) de reconocimiento de patrones sin supervisión. En la Figura 9 se muestra el 
gráfico de puntuación de ACP, en el que cada punto corresponde a una muestra 
individual. La única muestra que se encuentra dentro del intervalo de confianza del 
95% es la correspondiente a la muestra contaminada (señalada con un asterisco en el 
gráfico). No se apreció agrupación alguna de las muestras que nos permitiera 
diferenciar los medios envejecidos de los medios de cultivo de CNP, lo cual respalda 
la ausencia de diferencias entre los dos conjuntos de medios. 
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Figura 9: Gráfico de puntuaciones del análisis de componentes principales del conjunto de datos de 
espectros. Cada punto corresponde a un cultivo individual. Los cuadrados corresponden a medios de 
cultivo envejecidos; los círculos a medios procedentes de cultivos de CNP, y la estrella, a medios 
contaminados. 
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4.8 Análisis genético del medio de cultivo de 
válvulas con crecimiento de nanopartículas. 
 
Para comprobar que los cambios en los medios envejecidos no estaban en 
relación con la presencia de microorganismos bacterianos conocidos, se realizó una 
serie de análisis en busca de detección de material genético tanto en el medio de 
cultivo de las válvulas, como en el medio de control envejecido. Se evaluaron los 
medios de cultivo mediante la determinación de la presencia de gen bacteriano 
16sRNA. Los resultados en el medio de cultivo con crecimiento no diferían de los 
resultados obtenidos en el control negativo (Figura 10).  
Por lo que finalmente todas las muestras evaluadas se consideraron negativas 
para la presencia de microorganismos bacterianos. 
 
 
 
 
Figura 10: Gráficos de la reacción en cadena de polimerasa en tiempo real de medios de cultivo de 
CNP con controles positivos (flecha blanca), cultivos de CNP y controles negativos (flecha negra) y 
una curva estándar entre 107 y 102 copias. Todas las muestras y los controles negativos tienen 
valores de TC superiores a 40. 
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Capítulo 5 
 
Discusión 
 
5.1. Idea principal 
 
El principal hallazgo de esta tesis ha sido mostrar la presencia de las 
nanopartículas calcificantes en las válvulas calcificadas de los pacientes con 
valvulopatía aórtica degenerativa. Existen trabajos previos que también lo afirmaban, 
sin embargo, dichos trabajos se encuentran limitados por el pequeño número de 
pacientes incluidos 152,157. Además, hemos descrito que las nanopartículas se 
encontraban presentes en mayor proporción en los cultivos de las válvulas 
calcificadas de pacientes con estenosis aórtica, en comparación con las válvulas 
empleadas como controles. Por tanto, por primera se apunta una relación causal 
entre nanopartículas y calcificación en la estenosis aórtica 175.  
Esta tesis también ha abordado la cuestión específica en relación con la 
naturaleza de las nanopartículas calcificantes como entes vivos, a través de señales de 
su metabolismo en los medios de cultivo. Sean cuales fueren su naturaleza y su 
composición química, los organismos vivos “preservan su orden interno tomando del 
entorno energía libre, en forma de nutrientes o luz solar,  devolviendo al entorno una 
cantidad igual de energía en forma de calor y entropía” 176. Los resultados de esta 
tesis no mostraron actividad metabólica alguna que hubiese podido relacionarse 
directamente con el crecimiento de las nanopartículas calcificantes. En consecuencia, 
no las nanopartículas calcificantes no deberían ser consideradas organismos vivos 
según la definición utilizada en el presente trabajo 177.  
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5.2. Factores de riesgo asociados a la estenosis 
aórtica 
 
5.2.1. Factores de riesgo asociados con la estenosis aórtica.  
Los factores de riesgo asociados con la estenosis aórtica observados en el 
presente trabajo están influenciados por el tipo de pacientes que conformaban el 
grupo control, ya que se trataba de pacientes que fueron intervenidos 
quirúrgicamente por presentar insuficiencia aórtica significativa, y a los que se realizó 
un trasplante cardiaco. Por esta razón se explica que el sexo masculino no se 
relacione con el desarrollo de estenosis aórtica en nuestra experiencia cuando la 
mayoría de trabajos previos han mostrado lo contrario. En el mayor trabajo 
publicado hasta la fecha, Novaro GM y cols 18 analizaron los datos de 5621 
participantes en un estudio observacional multicéntrico,  y entre los diferentes 
predictores de desarrollo de estenosis aórtica, el sexo masculino se asoció con un 32% 
de incremento de riesgo.  Además del sexo masculin0, en nuestro trabajo 
encontramos diferentes fármacos que no se asociaron con el desarrollo de estenosis 
aórtica. Entre los más destacados sobresalieron los IECAs. Como ha sido descrito en 
la introducción, el sistema renina-angiotensina ha sido implicado en la patogénesis 
de la lesión valvular aórtica 70,76. En la lesión valvular existen diversas fuentes de 
producción de angiotensina II. Esta molécula, a través del receptor AT1, estimula la 
inflamación y el estrés oxidativo 78,79. De este modo se ha sugerido que el tratamiento 
con IECAs podría tener un papel en el tratamiento médico de la estenosis aórtica. En 
nuestro trabajo, el tratamiento con IECAs no resultó ser un factor protector del 
desarrollo de estenosis aórtica. No obstante, hay que señalar que el grupo control está 
formado por pacientes que, por ambas patologías que presentaban de base, 
precisaban seguir un tratamiento crónico con IECAs. Por tanto, serán necesarios en 
un futuro nuevos estudios en relación con este tema.  
En el presente trabajo no se ha encontrado ningún vínculo entre la dislipemia 
y la estenosis aórtica. Prácticamente la mayoría de estudios  observacionales han 
confirmado la asociación de este factor con la estenosis aórtica 49,73,74, 111. No obstante, 
en esta tesis una parte importante del grupo control estaba formado por pacientes 
con cardiopatía isquémica crónica y avanzada, donde la dislipemia es un factor de 
riesgo importante. De hecho al comparar los diferentes grupos, en el grupo de la 
insuficiencia aórtica pura, que lo podríamos considerar en este caso como un grupo 
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control, ya que la dislipemia no se asocia con la insuficiencia aórtica, presentaba un 
menor porcentaje de dislipemia en comparación con el resto de grupos. 
En cambio, el crecimiento de las nanopartículas se encontró presente en 
mayor proporción en los cultivos de las válvulas calcificadas de los pacientes con 
estenosis aórtica, en comparación con los cultivos de las válvulas del grupo control. 
Por primera vez, esta tesis evidencia que las nanopartículas podrían estar 
relacionadas con la patogenia de la estenosis aórtica degenerativa en los seres 
humanos. Los artículos previos que describían una asociación entre las 
nanopartículas y la estenosis aórtica, se encontraban condicionados por el pequeño 
número de pacientes incluidos y , además, esos trabajos se limitaban a ser trabajos 
puramente descriptivos, sin grupos control 152,157. En nuestra tesis, hemos encontrado 
que las nanopartículas calcificantes se encontraban presentes en mayor proporción 
en los cultivos de las válvulas calcificadas de los pacientes con estenosis aórtica, en 
comparación con las válvulas empleadas como controles.  Por tanto, dados nuestros 
resultados, y la asociación de las nanopartículas con otras patologías calcificantes, 
sugerimos que  las nanopartículas podrían participar en la patogenia de la estenosis 
aórtica 175. 
 
5.2.2. Factores  predictores relacionados con el crecimiento 
de las nanopartículas  en las válvulas aórticas. 
 
El único factor predisponente del crecimiento de las nanopartículas en los 
medios de cultivo de válvula aórtica con estenosis en nuestra tesis fue el sexo 
masculino. La relación entre el sexo masculino y calcificación ya había sido descrita 
previamente tanto en la valvulopatía aórtica, como en la aterosclerosis. Ortlepp et al  
52 describieron que los hombres tenían un mayor grado de calcificación de las válvulas 
aórticas al compararlas con las mujeres, y, además, afirmaron que el mayor grado de 
calcificación era independiente de los factores de riesgo cardiovascular clásicos. 
Nordström et al 51 describieron que determinados polimorfismos del receptor de 
estrógeno alpha y TGF beta 1 se encontraban en relación con la patogenia de la 
estenosis aórtica a través del metabolismo lipídico. 
También existen otros trabajos que relacionaron  las hormonas sexuales con 
la patogenia de la aterosclerosis. Ouyang et al 178 apoyaron una asociación entre la 
testosterona y el aumento del espesor de la capa íntima-media de la arteria carótida. 
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Esta asociación también resultó independiente de la edad y de los factores de riesgo 
cardiovascular clásicos (lípidos, tabaco, hipertensión arterial, índice de masa 
corporal, y la sensibilidad a la insulina). Existen receptores de hormonas sexuales en 
las células endoteliales de la  pared arterial, en los macrófagos y megacariocitos,  y en 
las plaquetas 179. La testosterona podría aumentar la respuesta inflamatoria del 
endotelio, al estimular la captación por parte de  los macrófagos de LDL acetilada, y 
la adhesión de los monocitos al endotelio vascular 180. Por tanto, las hormonas 
sexuales podrían tener efectos directos en los vasos sanguíneos, así como en las 
válvulas cardiacas. Además, podría haber una relación entre las hormonas sexuales y 
la patogenia de la calcificación. Como hemos descrito previamente, la 
osteoprotegerina, una molécula de señalización implicadas en la actividad 
osteoblástica y osteoclástica en la remodelación ósea, ha sido implicada con la 
calcificación intravascular 181, ya que su concentración se encuentra aumentada en las 
placas calcificadas de las arterias coronarias 182. Se ha descrito que  existe una 
relación inversa entre los niveles de testosterona y la osteoprotegerina en hombres 
183, y que esta relación no existe en las mujeres 184. No obstante, al realizar una 
ovariectomía,  se producía una disminución en la producción ovárica de testosterona 
y estradiol,  y también se incrementó el aumento vascular de osteoprotegerina / 
RANKL (ligando activador del receptor del receptor nuclear NF kappa beta) en 
modelos animales 185. Asimismo, la testosterona disminuye la respuesta inflamatoria 
en células endoteliales humanas inducida por el factor de necrosis tumoral alpha 186.  
 
5.2.3. Análisis de factores en los diferentes grupos 
 
Al comparar las características de los distintos grupos, hemos encontrado 
diferencias relativas a las diferentes características de cada patología que conforma 
cada grupo.  De este modo se explicaría que los pacientes del grupo 3 tuviesen una 
peor fracción de eyección del ventrículo izquierdo (FEVI), así como una mayor 
necesidad de tratamiento con anticoagulantes, datos característicos de pacientes con 
insuficiencia valvular con sobrecarga de volumen. También resulta lógico que los 
pacientes del grupo 4 tuviesen una FEVI claramente inferior al resto de los grupos, 
una mayor proporción antecedentes de hábito tabáquico y de revascularización 
coronaria, y un mayor número de leucocitos en el hemograma. El mayor número de 
leucocitos en el contexto de enfermedades cardiovasculares avanzadas también ha 
sido descrito con anterioridad, e incluso ha sido relacionado con el pronostico de este 
tipo de pacientes 187. 
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Entre todas las diferencias descritas habría que destacar la mayor proporción 
de crecimiento de nanopartículas calcificantes en los cultivos de las válvulas del 
grupo 2. Una explicación plausible de este hallazgo sería el mayor estrés que 
soportarían las células endoteliales de las válvulas aórtica, ya que al estrés de un alto 
gradiente de flujo transaórtico por la estenosis aórtica, habría que sumar el estrés del 
flujo turbulento del chorro de insuficiencia aórtica. Existe un escaso número de 
artículos en la bibliografía que comprueben esta hipótesis en valvulopatía aórtica. No 
obstante, como se ha descrito en la introducción, el estrés que sufren las células 
endoteliales podría ser un factor inicial de la lesión de la valvulopatía aórtica. De 
hecho, la calcificación del velo valvular ocurre inicialmente en el lado aórtico de los 
velos, donde el flujo es más turbulento 45. Butcher JT et al 188 describieron en un 
interesante artículo la influencia del estrés de flujo en las células endoteliales de 
válvulas aórticas, que reducía la transcripción de genes antiinflamatorios y 
antioxidantes, y que incrementaba la transcripción de genes promotores de la 
calcificación, como por ejemplo BMP4, CAD11, y POSTN. En relación con la 
aterosclerosis  se ha constatado que  las lesiones ateroscleróticas habitualmente son 
focales, de manera que las fuerzas hemodinámicas podrían tener un papel 
fundamental en su desarrollo 189. En cambio, en la aterosclerosis existen un gran 
número de trabajos  que han detallado la gran importancia del papel del estrés de 
flujo en el endotelio vascular, sobre todo a nivel de las bifurcaciones. A diferencia de 
lo inicialmente se podría suponer, las lesiones focales de aterosclerosis tenían lugar 
en zonas donde la media del índice de estrés de flujo es bajo, y  el índice de oscilación 
del estrés es alto 189, 190, 191. Esta explicación podría justificar el mayor crecimiento de 
las nanopartículas en pacientes con doble lesión aórtica, ya que existiría una mayor 
activación del endotelio valvular debido a las características del estrés del flujo 
turbulento a las que estarían sometidas y, finalmente, a un mayor grado de 
calcificación del tejido. En el presente trabajo no hemos realizado este análisis por no 
disponer de datos objetivos de la cuantificación de calcio de la válvula aórtica. Para 
realizar una comparación de este tipo serían necesarios los datos obtenidos mediante 
tomografía computerizada (TC) con multidetector, que es la prueba más sensible para 
cuantificar la cantidad de calcio valvular 192, 193. En el momento que se realizó la tesis 
no disponíamos en nuestro centro hospitalario de la técnica mediante TC 
multidetector, ni contábamos con el software necesario para la cuantificación de 
calcio. Por tanto, sería interesante confirmar esta hipótesis con la realización de 
nuevos estudios en relación con este tema. 
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5.3. Naturaleza de las nanopartículas. 
 
Existe una importante controversia en relación con la naturaleza de las CNPs. 
No está claro si estas partículas son microorganismos vivos o, simplemente, 
partículas inertes 194, 195.  
 
5.3.1 Determinación de material genético 
 
En nuestra tesis no se ha aislado DNA o RNA de estas partículas mediante  la 
reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR), al igual que en los 
últimos trabajos publicados 94,133.  
Realmente no existe ninguna definición universalmente aceptada de 
organismo vivo. Una definición que ha calado profundamente en el mundo científico 
es la teoría celular. Esta teoría establece que los organismos están compuestos de una 
o más células. El concepto moderno de esta teoría se podría resumir en lo siguiente: 
Todas las células provienen de otras células preexistentes; en su interior es donde se 
producen las funciones vitales de un organismo; y las células contienen información 
hereditaria necesaria, en forma de un ácido nucleico, para regular las funciones de 
homeostasis de la célula, y para transmitir dicha información a la siguiente 
generación. No obstante, se han publicado varios trabajos que han cuestionado el 
concepto del gen como unidad de vida 196,197. Otra teoría que ha ganando especial 
reconocimiento en la comunidad científica en el último siglo, es la  teoría sobre el 
origen de la vida. Esta teoría afirma que el germen de la vida podría haber comenzado 
con células primordiales heterótrofas muy simples, a modo de una simple vesícula 
rodeada de una membrana. Esta membrana permitiría o promovería una serie de 
reacciones químicas simples a su través, de manera que las propiedades  químicas en 
el interior serían diferentes de las propiedades del exterior 198. Una continua 
evolución de este proceso conllevaría a una mayor complejidad, adquiriendo la 
posibilidad de dividirse y, finalmente, a la formación de ácidos nucleicos simples, 
como método de transmisión de información. Según esta teoría, las primeras células 
primitivas carecían de ácidos nucleicos, pero se podrían considerar como un 
organismo vivo. Por tanto, algunos grupos que defienden que las nanopartículas 
calcificantes son organismos vivos, han descrito a las nanopartículas calcificantes 
como análogos de esos sistemas primitivos, carentes de ácidos nucleicos, pero con 
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capacidad de poder crecer en unas determinadas condiciones ambientales, con 
capacidad de precipitar hidroxiapatita, y con capacidad de dividirse y de mantener 
sus características durante generaciones 153.  
 
5.3.2 Metabolismo de las nanopartículas 
 
La metabolómica puede considerarse en la actualidad la ciencia -omica más 
emergente. Permite obtener un perfil metabólico de una muestra biológica compleja 
a través de la combinación de técnicas analíticas que generan gran cantidad de datos 
y del análisis estadístico multivariante de ellos. La metabolómica deja a un lado los 
métodos tradicionales y reduccionistas centrados en el estudio del efecto de un solo 
componente sobre un sistema biológico. Mediante esta técnica se exploran a nivel 
molecular los efectos de múltiples factores sobre un sistema biológico. La 
metabolómica permite analizar una gran cantidad de metabolitos en matrices 
complejas como biofluidos y tejidos de manera automatizada y relativamente rápida.  
Si las nanopartículas calcificantes fuesen organismos vivos dejarían algunas 
señales de su metabolismo en los medios de cultivo, independientemente de su 
naturaleza y su composición química. Se ha señalado que las nanopartículas 
calcificantes tenían escaso metabolismo, y que  su tasa de duplicación se encontraba 
entre los 2 y 5 días 138; también se ha demostrado que presentaban actividad de la 
enzima deshidrogenasa 199; y que incorporaban 35S-metionina 195.  
Sin embargo, en el presente trabajo no detectamos actividad metabólica 
alguna en nuestras muestras. Los equipos de Resonancia Magnética Nuclear de alta 
resolución permiten realizar una exploración de todos los analitos de bajo peso 
molecular (metabolitos) presentes en distintos tipos de biofluidos (ej. suero y/o 
orina), o en tejidos, tanto de humanos como de modelos animales. La presencia de 
acetato se ha asociado al crecimiento bacteriano en el caso de los espectros de RM 
obtenidos a partir de abscesos in vivo 200, pero en el caso del cultivo de 
nanopartículas calcificantes esto se descartó debido a la ausencia de 16sRNA en los 
medios de cultivo. Aunque algunos autores habían indicado que las nanopartículas 
calcificantes inhiben la reacción en cadena de la polimerasa 195, posteriormente se ha 
descrito que tal afirmación no es cierta 201.  
 
5.3.3 Hipótesis de la naturaleza de las nanopartículas 
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Nuestros resultados respaldan los datos recientemente publicados que 
indican que las nanopartículas calcificantes son una combinación de sales y proteínas 
del suero 137, que podrían formarse mediante un proceso no biológico 202.  
En estos sistemas, la presencia de cristales podrían actuar como centros de 
nucleación y facilitarían la formación de las mismas. Cisar et al 133 llegaron a la 
conclusión de que la biomineralización atribuida a las nanobacterias era iniciada por 
macromoléculas no vivas. Posteriormente, Raoult et al 137 llevaron a cabo un análisis 
exhaustivo con Nanobacterium sp., y llegaron a la conclusión de que las 
nanobacterias eran «complejos proteicos minerales autopropagados que contienen 
fetuína como principal componente biológico». Martel et al 149 también han 
respaldado el origen no biológico de las partículas de tipo nanobacteria. Además, la 
mayor parte de los trabajos que han descrito a las nanopartículas calcificantes se 
basaron en datos morfológicos obtenidos mediante microscopía electrónica. 
Recientemente se ha demostrado que existen mecanismos de crecimiento de cristales 
poco habituales, como son los precipitados de witherita a partir de soluciones de 
sílice y cloruro de bario, y que la morfología de estos cristales se parecían mucho a 
organismos primitivos. Por tanto, la evidencia de vida no puede basarse únicamente 
en la morfología 203.  
La hipótesis de que las nanopartículas calcificantes sean un organismo vivo es 
muy atractiva desde el punto de vista clínico. En modelos animales, se ha observado 
que una endocarditis crónica de bajo grado o recurrente con bacterias calcificantes, 
podría ser la causa de la calcificación de la válvula aórtica 75. Por tanto, según esta 
hipótesis, el tratamiento antibiótico y la vacunación podrían tener un efecto protector 
respecto al desarrollo de la estenosis aórtica. Todo ello en consonancia con lo 
indicado por estudios previos, que habían señalado un efecto beneficioso del 
tratamiento combinado de EDTA y tetraciclinas en la reducción de la calcificación 
arterial vascular 155.  
Nuestras observaciones van en favor de una interpretación alternativa de la 
biomineralización de las nanopartículas, pero no reducen la importancia de realizar 
nuevos trabajos para definir la base que subyace a la calcificación extraósea 
patológica. La concentración de proteínas y fosfato en la sangre humana está  justo 
por debajo del umbral en el que empieza a formarse el precipitado de hidroxiapatita. 
Por lo que los factores que facilitasen el depósito de calcio podrían tener efectos 
clínicos adversos.  
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5.4. Hipótesis derivada de nuestra tesis: la 
fisiopatología de la estenosis aórtica severa. 
 
5.4.1 Fetuina-A 
 
5.4.1.1 Papel fisiológico de la fetuina-A 
 
La fetuina-A es una proteína que fue descrita por primera vez como la 
principal globulina del suero de ternera fetal y neonatal. Se trata de una proteína con 
un peso molecular de 58 kDa, que se sintetiza por los hepatocitos, y puede alcanzar 
concentraciones séricas elevadas 204. Pertenece a la superfamilia de las cistatinas, que 
son unas proteínas inhibidoras de las cisteína-proteasas. Se encuentra ampliamente 
distribuida en el espacio extracelular, sobre todo en el tejido óseo, donde alcanza una 
importante concentración.  
La fetuina-A ha sido identificada como un potente inhibidor circulante del 
proceso de calcificación en los tejidos 205. Puede ejercer su efectos mediante varios 
mecanismos de acción. El primer mecanismo es la inhibición de la formación de 
hidroxiapatita al reducir su cristalización 206, mediante la formación de un complejo 
de alto peso molecular con mineral de fosfato cálcico y la proteína ácido γ-
carboxiglutámico de la matriz (MPG), un regulador clave de la calcificación de los 
tejidos 207. También antagoniza el crecimiento osteogénico, al inhibir los efectos del 
factor de crecimiento ß, y de la BMP2, que han demostrado que promueven la 
calcificación valvular 68,82,208. Además, la fetuina-A puede inhibir la liberación de TNF 
alfa, un potente regulador de la calcificación vascular y valvular 209,210. A un nivel 
celular, la fetuina-A está implicada en la eliminación de los precipitados 
intracelulares 211, y en la protección de las células vasculares de  músculo liso de la 
sobrecarga de calcio perjudicial, al aumentar la fagocitosis de las células apoptóticas, 
y mitigar  el daño del estrés oxidativo 212-216.  
Por todo lo anteriormente expuesto, estas propiedades de fetuina-A podrían 
contribuir a un posible efecto protector contra la calcificación valvular 217.  
 
5.4.1.2 Relación de la fetuina-A con la valvulopatía aórtica 
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Hay varios trabajos que han relacionado la disminución de la concentración 
sérica de fetuina-A con un incremento de patologías relacionadas con la calcificación 
192,205,211,218-221. En un modelo experimental  con ratones transgénicos, la supresión del 
gen de la fetuina-A resultó en una calcificación progresiva y letal de tejidos blandos, 
tales como el riñón, los pulmones, los vasos sanguíneos, miocardio y las válvulas 
cardíacas 205. Se ha descrito que los pacientes con enfermedad renal en etapa 
terminal, en los que la calcificación cardiovascular es común, a menudo tienen 
concentraciones séricas bajas de fetuina-A, y su suero mostró una capacidad reducida 
para inhibir la calcificación in vitro 218.  Finalmente, también se ha publicado que la 
concentración sérica de fetuina-A se relacionó de forma inversamente proporcional 
con la cantidad de calcio de la arteria coronaria evaluada por TC 211. 
Los primeros trabajos que relacionaron una concentración sérica disminuida 
de fetuina-A con la patogenia de la estenosis aórtica fue en pacientes con enfermedad 
renal terminal 219,221. No obstante, de forma reciente se ha demostrado en pacientes 
con la función renal normal, que los niveles séricos de fetuina-A estaban disminuidos 
en pacientes con estenosis valvular aórtica calcificada, en comparación con un grupo 
control sin estenosis aórtica 192,220. Además, también se demostró que niveles séricos 
más reducidos de fetuina-A se asociaban con una mayor progresión de la calcificación 
de la válvula aórtica, así como de complicaciones cardiovasculares 221.  
También se ha descrito que la proteína fetuina-A está presente en las válvulas 
aórticas estenóticas y no en las válvulas control normales 219. Dentro de la válvula 
aórtica estenótica, la fetuina-A se localiza en el interior de los focos de calcificación, y 
en sus bordes. Probablemente es debido a la alta afinidad de fetuina-A por la 
hidroxiapatita, como también se observa en el esqueleto. Esto podría resultar 
paradójico dadas las propiedades anticalcificantes de la fetuina-A. No obstante, estos 
datos también se han descrito en trabajos similares, en los que han descrito la 
presencia de fetuina-A en las áreas calcificadas de las arterias ateroscleróticas 211,222. 
 
5.4.2 Centros de nucleación 
 
Estas observaciones que han relacionado la fetuina con los centros de 
calcificación se encuentran en consonancia con estudios previos sobre la fetuina-A, y 
es probable que se trate de un epifenómeno resultante de la homeostasis normal del 
calcio. Varios trabajos demostraron que la fetuina-A, además de actuar como un 
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potente inhibidor sérico de fosfato calcio, y favorecer su aclaramiento y eliminación 
del cuerpo, también podría funcionar como un núcleo de calcificación, cuando esta 
misma inhibición se ve superada. De este modo, cuando los complejos inhibidores 
alcanzasen el punto de saturación, los complejos macromoleculares comenzarían a 
agregarse, se volverían insolubles, precipitarían y se comportarían como centros o 
Nidi para la unión adicional de hidroxiapatito hasta la formación de núcleos 
microscópicos de calcificación, que se han interpretado como nanopartículas 223. Esta 
explicación justificaría tanto la elevada concentración de fetuina-A que se encuentra 
en la matriz ósea 224, como que la importante calcificación ectópica que se asocia con 
la ausencia de fetuina-A en los ratones ratones transgénicos sin gen de la fetuina-A 
205. Dos resultados aparentemente paradójicos que pueden ser conciliarse fácilmente 
cuando la inhibición y la promoción de calcificación del tejido son vistos como dos 
caras de la misma moneda.  
Por lo tanto proponemos una nueva hipótesis en la patogenia de la 
calcificación de la estenosis aórtica degenerativa: los complejos de alto peso 
molecular formados por fetuina-A, mineral de fosfato cálcico y MPG que, 
normalmente actúan como inhibidores de la calcificación, podrían actuar como 
centros de nucleación para el depósito de calcio, y posteriormente favorecerían la 
calcificación del tejido extracelular de la válvula aórtica. Nuestra sugerencia 
complementaría a la patogenia de la estenosis aórtica descrita en la introducción, y 
sería la siguiente:  
- Los complejos de alto peso molecular podrían precipitar en la matriz 
extracelular cuando este mecanismo defensivo se ve superado, como 
por ejemplo por una elevada concentración de calcio y fosfato o en el 
contexto de un proceso inflamatorio 202.  
- Estos complejos al estar en la matriz extracelular podrían provocar o 
retroalimentar una respuesta inflamatoria.  
De manera que la calcificación sería el resultado de dos mecanismos 
diferentes: uno directo, dada la capacidad de ser núcleos de calcificación de  cristales 
de calcio en forma de cristales de apatito con concentraciones fisiológicas de fósforo y 
calcio; e indirectamente mediante la activación de procesos inflamatorios. De esta 
manera las nanopartículas, a pesar que son complejos macromoleculares de 
naturaleza proteica, serían capaces de estimular la formación de anticuerpos 
policlonales y monoclonales 202, o  “infectar” células fagocíticas a través de la 
fagocitosis o internalización mediada por un receptor 132,225. Por este motivo las 
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nanopartículas habían demostrado tener una capacidad citotóxica para los 
fibroblastos 132 (Figura 11). 
 
 
 
 
Figura 11: Gráfico en el que se muestra un resumen de la hipótesis de la etiopatogenia de la 
valvulopatía aórtica degenerativa propuesta en nuestra tesis. 
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5.5. Implicaciones terapéuticas. 
 
Las nanopartículas presentan un papel en la patogenia de la estenosis aórtica, 
al actuar como centros de nucleación y fomentar la calcificación, por lo que es preciso 
prestarles especial atención. Los avances recientes de la proteómica y la 
nanotecnología podrían ser útiles para proporcionar fármacos dirigidos para prevenir 
la calcificación y prevenir su progresión 226.  
Todo esto se encuentra en consonancia con trabajos previos que habían 
descrito el impacto beneficioso del tratamiento combinado con EDTA y antibióticos 
en la reducción del nivel de la calcificación vascular arterial 155.  
Por lo tanto, nuestros hallazgos podrían contribuir a mejorar el tratamiento 
médico actual de los pacientes con estenosis aórtica degenerativa, que, como hemos 
visto con anterioridad en la introducción, es bastante limitado. Dado el 
envejecimiento actual  de la población y el previsible incremento futuro de la 
prevalencia de la estenosis aórtica 8, el presente trabajo podría tener implicaciones 
clínicas y terapéuticas muy importantes.  
No obstante, serían necesarios nuevos estudios para determinar el papel de la 
fetuina-A y la albúmina en la patogenia de la valvulopatía aórtica degenerativa, así 
como el papel que podrían tener los quelantes de calcio en prevenir el desarrollo de la 
estenosis aórtica. 
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5.6. Limitaciones 
 
En esta tesis han de reconocerse las siguientes limitaciones: 
▪ Como hemos descrito previamente, el grupo control no es el más 
adecuado para comparar con la estenosis aórtica. Los pacientes que forman parte del 
grupo control compartían una serie de factores de riesgo comunes, al igual de una 
serie de tratamientos que podrían estar en relación con la patogenia de la valvuloptía 
aórtica degenerativa. Hay que destacar la ausencia de un grupo control con pacientes 
sanos tanto por razones éticas, como por la ausencia de disponibilidad de válvulas 
aórticas sanas durante el desarrollo del trabajo en el centro hospitalario donde se 
llevó a cabo. No obstante, nos parece importante reseñar las diferencias entre las 
variables y factores de riesgo de los diferentes grupos con el objeto de entender mejor 
el resultado de los cultivos valvulares encontrados. 
▪ Este estudio no ha considerado la medición de marcadores 
bioquímicos (BNP o NT-proBNP, PCR, fetuina-A, osteopontina, etc). Estos 
parámetros no se analizaban en la consulta de forma rutinaria debido a la falta de 
disponibilidad en el hospital al inicio del estudio. Sin duda, su inclusión en futuros 
estudios debe considerarse, ya que podrían identificar pacientes con diferente 
velocidad en la progresión de la estenosis aórtica. 
▪ En el presente trabajo no hemos podido realizar una cuantificación 
objetiva de la cantidad de calcio presente en la válvula aórtica. Para realizar una 
comparación de este tipo habría sido necesarios los datos obtenidos mediante una 
estimación con TC multidetector 193. En el momento en que se llevó a cabo la tesis no 
disponíamos en nuestro centro hospitalario de TC multidetector, ni contábamos con 
el software necesario para la cuantificación de calcio. 
▪ Aunque nuestros hallazgos podrían sugerir una posible asociación 
entre estas nanopartículas y la calcificación valvular aórtica, una relación causa-
efecto definitiva necesita ser establecida. Por ejemplo, sería necesario evaluar la 
severidad de la calcificación y la progresión de la enfermedad en la ausencia y en la 
presencia, y la titulación de anticuerpos de nanopartículas en humanos. En este 
sentido, Ertas et al 158 recientemente han apoyado y consolidado esta suposición. 
Describieron que la media de los títulos de anticuerpos fue más elevada en los 
pacientes con válvula aórtica calcificada en comparación con los controles. 
Encontraron una correlación significativa entre los títulos de anticuerpos y el grado 
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de severidad de la calcificación aórtica. Además, títulos superiores de anticuerpos de 
las nanopartículas también se asociaron con una mayor severidad de la estenosis 
aórtica.  
▪ Finalmente, en los análisis experimentales, debido a la falta de 
modelos de experimentación de estenosis aórtica, será complicado promover la 
patogenia de la calcificación en un animal sano con nanopartículas calcificadas, y la 
posterior identificación de las nanopartículas dentro de la calcificación valvular. No 
obstante, Kraemer et al 227 demostraron que las nanopartículas se pueden transmitir 
a animales sanos. Describieron que, en conejos adultos varones a los que se había 
realizado una desendotelización de una carótida, las nanopartículas calcificantes 
localizadas en zonas donde el endotelio de la arteria había sido dañado, provocaba 
una respuesta proliferativa que incluía la calcificación, en comparación con la 
inoculación de un lipopolisacárido de Escherichia Coli o con un disolvente inerte. 
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Capítulo 6 
 
Conclusiones 
 
 
1. Esta tesis muestra por primera vez, en una cohorte significativa de pacientes, la 
presencia de nanopartículas en válvulas calcificadas de pacientes con estenosis 
aórtica degenerativa.  
2. Las nanopartículas estarían, por tanto, relacionadas con la etiopatogenia de la 
estenosis aórtica en los humanos, independientemente de la naturaleza de las  
mismas.  
3. Las nanopartículas no han presentado ningún tipo de actividad metabólica, ni 
se ha demostrado tampoco la presencia de ácidos nucleicos; por tanto, no 
cumplen los criterios establecidos  para ser consideradas organismos vivos. 
4. El único factor predictor relacionado, en nuestra experiencia, con el crecimiento 
de las nanopartículas calcificantes en los medios de cultivos de las válvulas 
aórticas fue el sexo masculino. 
5. La presencia de una mayor proporción de cultivos positivos de nanopartículas 
en válvulas aórticas con estenosis e insuficiencia asociadas, sugiere que el 
componente hemodinámico del flujo de regurgitación sometería a un mayor 
estrés a las células endoteliales, activándose mecanismos inflamatorios 
favorecedores de la calcificación por estas nanopartículas. 
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